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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Das Proto-Onkoprotein Myc ist an der Entstehung und Aufrechterhaltung einer Vielzahl
humaner Tumore entscheidend beteiligt. Die Erforschung von Signalwegen, die die
Stabilitdit von Myc regulieren, ist deshalb von besonderem Interesse, nicht nur fiir die
Grundlagenforschung, sondern auch zur ErschlieBung neuer Therapiemoglichkeiten fiir
diese Tumore. Die Myc-Stabilitdt wird liber das Ubiquitin-Proteasom-System reguliert;
insbesondere wird Myc von der E3-Ligase SCF-Fbw7 ubiquitiniert und zum Abbau
markiert und von der Ubiquitin-spezifischen Protease Usp28 deubiquitiniert und

stabilisiert.

In der vorliegenden Arbeit wurde Serin 227 in Fbw?7 als Ziel fiir eine PI3K-abhingige
Phosphorylierung identifiziert. Diese Phosphorylierung fiihrt zur Stabilisierung von Fbw7
und steigert die Fahigkeit von Fbw7, Substratproteine zu ubiquitinieren und abzubauen.
Die Mutation der Phosphorylierungsstelle fiihrt zur Destabilisierung von Fbw7 und zum
abgeschwichten Abbau von Myc und Zyklin E. Eine Folge dieses verminderten Abbaus
von Myc ist die erhohte Expression einer Gruppe von transkriptionellen Myc-Zielgenen.
Somit reguliert die PI3K-vermittelte Phosphorylierung von Serin 227 das Gleichgewicht
zwischen dem Abbau von Fbw7 und dessen Substraten und kontrolliert so die

Substrataktivitit.

Um die Bedeutung von Usp28 in der Myc-induzierten Tumorentstehung und in der
normalen Gewebehomoostase zu untersuchen, wurde ein konditionales Knockout-
Mausmodell fiir Usp28 charakterisiert. Méuse mit einer Keimbahndeletion von Usp28 sind
lebensféhig, fertil und phénotypisch unauffillig. Weder in Organen der Usp28-negativen
Tiere, noch in entsprechenden murinen embryonalen Fibroblasten kann eine
Destabilisierung von Myc festgestellt werden. Allerdings zeigen Fibroblasten mit
heterozygotem Usp28-Verlust einen Proliferationsdefekt und in Eu-Myc-Lymphomen
dieses Genotyps werden tendenziell niedrigere Myc-Proteinmengen gefunden. Das
tumorfreie Uberleben ist bei den Eu-Myc; Usp28 +/- Tieren verlingert. Die erwarteten
Effekte eines Usp28-Verlusts sind nur bei Deletion eines Allels festzustellen, ein

kompletter Usp28-Verlust dhnelt vielmehr der Wildtyp-Situation.



Summary

2 Summary

The proto-oncoprotein Myc is involved in the genesis and maintenance of a large fraction
of human tumors. The investigation of signaling pathways regulating Myc’s stability is
therefore of special interest, not only for basic research but also for finding new strategies
for the treatment of these tumors. Myec stability is regulated by the ubiquitin-proteasome
system: The E3-Ligase SCF-Fbw7 attaches ubiquitin chains to Myc that serve as a tag for
proteasomal destruction. The deubiquitinating enzyme Usp28 is able to remove these

ubiquitin chains leading to the stabilization of the Myc protein.

In this work, I identified serine227 in Fbw7 as a target for PI3K-dependent
phosphorylation. The phosphorylation leads to stabilization of Fbw7 and enhances its
ability to promote ubiquitination and degradation of its substrates. The mutation of
serine 227 destabilizes Fbw7 and attenuates the degradation of Myc and cyclin E. A
consequence of the reduced degradation of Myc is the enhanced expression of a subset of
Myc’s transcriptonal targets. Therefore, I suggest that PI3K-dependent phosphorylation of
serine 227 is necessary for balancing the degradation of Fbw7 and its substrates, thereby

controlling the activity of the substrates.

To investigate the role of Usp28 in Myc-dependent tumorigenesis and in tissue
homeostasis I characterized a Usp28 conditional knockout mouse model. Mice with a
germline deletion of Usp28 are viable, fertile and phenotypically normal. No decrease in
Myc protein levels could be detected in organs or embryonic fibroblasts of Usp28-
knockout mice. Surprisingly, embryonic fibroblasts with a heterozygous Usp28 deletion
showed a proliferative defect and Eu-Myc lymphomas of this genotype showed a tendency
to reduced Myc protein levels, corresponding to a longer tumorfree survival of these
animals. Interestingly, only the loss of one allele of Usp28 shows the expected effects in

MEFs and tumors whereas the complete Usp28-loss resembles the wildtype situation.
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3 Einleitung

3.1 Der onkogene Transkriptionsfaktor Myc

Zu Beginn des 20. Jahrhunderts gelang es dem Tumorbiologen Peytin Rous, einen Tumor
von einem Huhn auf ein anderes zu iibertragen. Dafiir zerkleinerte er das Tumorgewebe
und liel es durch einen sehr feinen Filter flieBen, sodass keine Zellen mehr im Filtrat
vorhanden waren. Trotzdem fiihrte die Injektion dieses Filtrats in Hithnern zur Ausbildung
von Tumoren. Das tumorauslosende Agens musste also sehr klein und unabhédngig von
Zellen {ibertragbar sein (Rous, 1911). Ein Virus konnte als das infektiose Agens
identifiziert werden und wurde nach dem Entdecker Rous Sarkoma Virus (RSV) genannt.
Damit gelang es nachzuweisen, dass auch Viren neben chemischen und physikalischen
Stoffen Tumore ausldosen konnen. Somit hatte Rous die Disziplin der Tumorvirologie
begriindet. Spéter konnte das virale Gen identifiziert werden, welches verantwortlich fiir
das transformierende Potential dieses Virus ist (v-src). Mit der Zeit wurden immer mehr
Tumorviren und ihre transformierenden Gene identifiziert. Ein solches Gen von enormer
Bedeutung stellt myc aus dem MC29-Virus dar. Entdeckt wurde es als das Onkogen, das
die Vogelerkrankung Myelozytomatose (englisch myelocytomatosis) auslost (Sheiness et
al., 1978; Vennstrom et al., 1982). Heute weil man, dass es eine grole Bedeutung in
Tumoren des Menschen hat. Als die genetische Sequenz der viralen Onkogene auch in der
DNA nicht-infizierter Zellen gefunden wurde, entstand das Konzept, dass virale Onkogene
(z. B. v-myc) aus zelluldren Proto-Onkogenen (z. B. ¢-MYC) entstanden sind (Hann et al.,
1983; Swanstrom et al., 1983), was die molekulare Tumorforschung revolutioniert und zur

Identifizierung zahlreicher zelluldrer Onkogene gefiihrt hat.

Seit seiner Entdeckung vor mehr als einem Vierteljahrhundert wurde die Regulation und
Funktion des Proto-Onkogens MYC intensiv erforscht und die zahlreichen Erkenntnisse
aus diesen Untersuchungen hatten Einfluss auf unser grundsétzliches Verstindnis von den
molekularen Grundlagen der Tumorentstehung (zusammengefasst in (Meyer and Penn,

2008)).
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3.2 Die Familie der Myc-Proteine

Zur Familie der humanen, transformierenden Myc-Proteine gehéren c-Myc, N-Myc und
L-Myc. MYCN, das Gen, das fiir N-Myc codiert und wichtig in der Embryonalentwicklung
ist, wurde in humanen Neuroblastomen in amplifizierter Form gefunden und mit einer
schlechten Patientenprognose in Verbindung gebracht (Brodeur et al., 1984; Schwab et al.,
1984). Auch MYCLI, das fiir L-Myc kodierende Gen, das ebenfalls hauptsdchlich wéhrend
der Entwicklung exprimiert wird, liegt in kleinzelligen Bronchialkarzinomen amplifiziert
vor (Nau et al., 1985). Myc-Proteine sind evolutionédr hoch konserviert und wurden z. B.
auch in der Taufliege Drosophila melanogaster beschrieben (Gallant et al., 1996). In den
folgenden Abschnitten wird die Funktion und Regulation von c-Myc (nachfolgend als Myc

bezeichnet) erldutert, dem bisher am besten charakterisierten Mitglied der Myc-Familie.

3.3 Der Aufbau des c-Myc-Proteins

Das humane Myc-Protein enthdlt im amino-terminalen Bereich die sogenannte
Transaktivierungsdomdne  mit den  Myc-Boxenl und II.  Der  Name
Transaktivierungsdomine ist jedoch nicht ganz zutreffend, da auch die Genrepression und
transkriptionsunabhéngige Funktionen von Myc iiber diesen Bereich reguliert werden
(Cowling and Cole, 2007). Der amino-terminale Bereich von Myc interagiert mit
verschiedenen Kofaktoren und reguliert so Proliferation, Transformation, Apoptose und
Differenzierung. Myc-Boxen sind konservierte Regionen, die wichtige Rollen in der Myc-
Biologie spielen. Myc-Box 1 ist notwendig fiir die Transformation von priméren
embryonalen Rattenfibroblasten durch Myc und Ras (Stone et al., 1987). Aullerdem spielt
Myc-Box I eine wichtige Rolle fiir die Stabilitit von Myc, da die Phosphorylierung von
Threonin 58 und Serin 62 den proteasomalen Abbau von Myc reguliert (Sears et al., 2000).
Myc-Box II dient als Bindestelle fiir eine Reihe von Interaktionspartnern, z. B. TRRAP
(transactivation/transformation-associated protein) (McMahon et al., 1998), TIP48/49
(TBP interacting protein) (Wood et al., 2000) und Skp2 (S-phase kinase-associated
protein 2) (Kim et al., 2003; von der Lehr et al., 2003) und ist dadurch sowohl notwendig
fiir die Transformation als auch fiir die transkriptionelle Aktivierung und Repression durch
Myc. Myc-Box III ist wichtig fiir die transkriptionelle Repression und Transformation
durch Myc und ist ein negativer Regulator der Myc-induzierten Apoptose (Herbst et al.,
2005). Myc-Box IV reguliert Apoptose, Transformation und DNA-Bindung (Cowling et

4
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al., 2006). Das nukledre Lokalisierungssignal ist fiir die subzelluldre Lokalisation von Myc
im Zellkern verantwortlich (Dang and Lee, 1988). Uber die carboxy-terminal gelegene
Helix-Loop-Helix/Leuzin-Zipper-Doméne dimerisiert Myc mit seinem Partnerprotein Max
(Myc-associated factor X), das ebenfalls eine solche Doméne besitzt. Die basische Region
vermittelt die sequenzspezifische DNA-Bindung der Myc-Max-Dimere (Blackwood and
Eisenman, 1991). Der carboxy-terminale Bereich ist auch fiir die Interaktion mit weiteren
Kofaktoren, wie p300 und Mizl (Myc-interacting zinc finger protein I) notwendig
(Peukert et al., 1997; Vervoorts et al., 2003).

T58 S62

V[
N —] | [ TAD | i m v FEREHIRIZ— C

Abb. 1: Aufbau des humanen c-Myc Proteins

Schematische Darstellung des humanen c-Myc Proteins mit wichtigen funktionellen Doménen. TAD:
Transaktivierungsdoméne; griin: Myc-Box I-IV; NLS: Nukledres Lokalisierungssignal; BR: Basische
Region; HLH-LZ: Helix-Loop-Helix-Leuzin-Zipper. Gezeigt ist die bevorzugt exprimierte Form von Myc,
p64, mit 439 Aminosduren (angelehnt an (Meyer and Penn, 2008)).

3.4 Funktionen von c-Myc

Die Aktivierung von Myc resultiert in globalen Anderungen der Genexpression, sowohl
durch Hochregulation, als auch durch Repression von Genen. Myc kontrolliert dabei
wichtige zelluldre Prozesse wie Proliferation, Zellwachstum, Differenzierung und

Apoptose.

Exemplarisch wird hier die Funktion von Myc bei der Zellzyklusprogression und
Proliferation dargestellt. Heterodimere aus Myc und Max konnen im Zellkern an
spezifische DNA-Sequenzen, sogenannte E-Boxen binden (Blackwell et al., 1990). Die an
E-Boxen gebundenen Myc-Max-Heterodimere wirken als transkriptionelle Aktivatoren,
z.B. von Genen, die notwendig fiir die Zellzyklusprogression sind, wie CCND2
(Zyklin D2) (Bouchard et al., 1999) oder Cdk4 (Hermeking et al., 2000). Der Komplex aus
Zyklin D2 und Cdk4 fordert die Progression durch die frithe Gl1-Phase durch

Phosphorylierung und Inaktivierung des Rb-Proteins. In der spdten G1-Phase aktivieren
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die Myc-Max-Dimere die Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie. Die E2F-Zielgene

codieren vor allem fiir Proteine, die in der beginnenden S-Phase bendtigt werden.

Myc fordert die Zellzyklusprogression nicht nur durch die transkriptionelle Aktivierung
von positiven Zellzyklus-Regulatoren, sondern auch durch die Repression von negativen
Zellzyklus-Regulatoren, wie z. B. CDKN2B (p15™*®), CDKNIA (p21“®") und CDKNIB
(p27°""). Diese Gene werden vom Transkriptionsfaktor Miz1 iiber die Bindung an deren
Core-Promotoren aktiviert. Durch Bindung des Myc-Max-Komplexes an Mizl wird die
Expression dieser Cdk-Inhibitoren reprimiert (Herold et al., 2002; Seoane et al., 2002;
Staller et al., 2001). Somit nimmt Myc Einfluss auf die Expressionslevel einer Vielzahl
von Zellzyklus-Regulatoren mit dem Resultat, dass die Zellen durch die G1-Phase in die

S-Phase iibertreten, um Proliferation und Zellwachstum zu ermdglichen.
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Abb. 2: Myc fordert die Proliferation durch Aktivierung und Repression von Zellzyklusregulatoren
Heterodimere aus Myc und Max aktivieren die Transkription von positiven Zellzyklusregulatoren wie
Zyklin D2 und Cdk4, die das Durchschreiten der frithen G1-Phase férdern. Durch Aktivierung von E2F treibt
Myc den Eintritt in die S-Phase an. Uber die Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor Mizl konnen die
Myc/Max-Dimere auch als transkriptionelle Repressoren wirken und die Cdk-Inhibitoren p15™4B p2 iRt
und p27%"" hemmen, was die Zellzyklusprogression weiter fordert (angelehnt an (Weinberg, 2007)).
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3.5 Die Regulation von c-Myc

Neuere Methoden wie die Hochdurchsatz-Sequenzierung von DNA aus Chromatin-
Immunprézipitationen (ChIP-seq) zeigten, dass 10 bis 15 % aller genomischen Loci von
Myc gebunden werden (Zeller et al., 2006). Da Myc Proliferation, Differenzierung,
Zelladhédsion, Angiogenese, Metabolismus und genomische Stabilitit beeinflusst
(Adhikary and Eilers, 2005), hat eine Deregulation von Myc fatale Konsequenzen.
Tatsédchlich ist die Myc-Expression in sehr vielen humanen Tumoren dereguliert. Dadurch
wird deutlich, wie wichtig die prizise Regulation der Myc-Expression ist, um die normale
Zellfunktion aufrechtzuerhalten. Deshalb erfolgt die Regulation von Myc auf allen
moglichen  zelluliren  Ebenen: transkriptionell  (Initiation und  Elongation),
posttranskriptionell ~ (mRNA-Stabilitdit und Translation) und posttranslational
(Proteinstabilitdt). AuBerdem wird die Aktivitdt des Myc-Proteins durch posttranslationale

Modifikationen und Protein-Interaktionen reguliert.

3.5.1 Transkriptionelle Regulation von c-Myc

Die Regulation des MYC-Promotors ist sehr komplex und noch nicht vollstindig
aufgeklért. Die genomische MYC-Sequenz ist aus drei Exons aufgebaut, wobei nur Exons
2 und 3 kodierend und hoch konserviert sind (Marcu et al., 1992). Das humane MYC-Gen
besitzt zwar vier Promotoren (PO, P1, P2, P3), jedoch werden in normalen Zellen 75 bis
90 % der MYC-mRNA-Transkripte vom Promotor P2 aus hergestellt und 10 bis 25 % vom
Promotor P1. Die resultierenden Proteine sind 439 bzw. 453 Aminosduren lang und

werden als p64 bzw. p67 bezeichnet (zusammengefasst in (Wierstra and Alves, 2008)).

In ruhenden Zellen ist die Expression von Myc kaum nachweisbar. Werden die Zellen
allerdings mit Wachstumsfaktoren stimuliert, so kommt es zu einer schnellen Induktion der
MYC-mRNA, wihrend die Zellen wieder in den Zellzyklus eintreten (G0/G1-Ubergang).
Maximale mRNA-Mengen werden abhédngig vom Zelltyp ungefdhr zwei Stunden nach
Stimulation erreicht. Dies findet auch in Anwesenheit des Translationsinhibitors
Cycloheximid statt, also ohne Proteinneusynthese. Somit gehort MYC zu den sogenannten
immediate early response genes (Kelly et al., 1983; Marcu et al., 1992). In proliferierenden
Zellen wird die MYC-mRNA auf konstant niedrigem Niveau exprimiert (Thompson et al.,
1985). Bei einem Wachstumsarrest oder bei der Differenzierung verringert sich die Myc-

Expression (Spencer and Groudine, 1991). In terminal differenzierten Zellen wird Myc
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nicht mehr exprimiert. Daher beschridnkt sich die Myc-Expression in adulten Organismen
auf Gewebe mit proliferativem und regenerativem Potential (zusammengefasst in (Wierstra

and Alves, 2008)).

Myc war das erste eukaryotische Gen, bei dem die Regulation durch einen Transkriptions-
Elongations-Block entdeckt wurde. Dabei stoppen die RNA-Polymerase II-Komplexe im
Bereich des Ubergangs von Exon 1 zu Intron 1. Dieser Vorgang dient vermutlich der
Herunterregulation von Myc wihrend der Differenzierung und kann in Tumoren defekt
sein (Bentley and Groudine, 1986; Bentley and Groudine, 1988; Eick and Bornkamm,
1986).

Eine Vielzahl von Transkriptionsfaktoren kann an den MYC-Promotor binden
(zusammengefasst in (Wierstra and Alves, 2008)). So wird die Expression von MYC z. B.
durch E2F-Transkriptionsfaktoren induziert, was unter anderem in Reaktion auf
Onkoproteine wie das adenovirale E1A oder das /arge T-Antigen von SV40 passiert
(Hiebert et al., 1989; Thalmeier et al., 1989). Da die Transkription von E2F wiederum von
Myc gefordert werden kann (Abschnitt 3.4), arbeiten Myc und E2F in einem positiven
Feedback-Loop zusammen, um den Eintritt von Zellen in die S-Phase zu fordern. Auch der
Wnt-Signalweg kann MYC tiber den Transkriptionsfaktor Tcf-4 (T-cell factor 4) induzieren
(He et al., 1998). Eine Hemmung der MYC-Transkription dagegen kann z. B. durch den
TGFp-Signalweg auftreten (Fernandez-Pol et al., 1987).

Dariiber hinaus reguliert Myc seine eigene Expression durch einen negativen
Riickkopplungsmechanismus. Eine hohe Konzentration an Myc-Protein hemmt in
normalen Zellen reversibel und dosisabhingig die Myc-Expression auf Ebene der
Transkriptionsinitiation (Penn et al., 1990). Dieser Mechanismus wurde durch die
Beobachtung entdeckt, dass in Tumoren mit einem chromosomal translozierten, konstitutiv
exprimierten Myc-Allel (z. B. im Burkitt-Lymphom) die Expression des normalen Myc-
Allels unterdriickt wird (Adams et al., 1983; Dunnick et al., 1983; Leder et al., 1983). Das
translozierte Allel ist der negativen Autoregulation dabei nicht zugénglich. Dieser negative
Riickkopplungsmechanismus ist in priméren Zellen und in einigen etablierten, immortalen
Zelllinien aktiv, in transformierten Zellen hingegen nicht. Das deutet darauf hin, dass es
fir die maligne Tumorentwicklung notwendig ist, diesen Mechanismus zu umgehen

(Grignani et al., 1990; Lombardi et al., 1990).
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3.5.2 Post-transkriptionelle Regulation von c-Myc

3.5.2.1 mRNA-Stabilitit

Die enormen Unterschiede der MYC-mRNA-Expression nach proliferativen oder
antiproliferativen Stimuli lieBen sich durch die Regulation der Transkription allein nicht
erkliren. Daher wurde auch die MYC-mRNA-Stabilitit intensiv untersucht. Die MYC-
mRNA hat im Vergleich zur Mehrzahl der eukaryotischen mRNAs eine ungewdhnlich
kurze zytoplasmatische Halbwertszeit von nur 20 bis 30 Minuten (Dani et al., 1984). Ein
Mechanismus, iiber den die zytoplasmatische Stabilitit der MYC-mRNA reguliert wird, ist
die Verkiirzung des Poly(A)-Schwanzes, welche von AU-reichen Sequenzen im
untranslatierten Bereich am 3’-Ende der MYC-mRNA (3’UTR von untranslated region)
reguliert wird. Nach der Dissoziation der Poly(A)-Bindeproteine wird der Poly(A)-
Schwanz zuerst verkiirzt und dann abgespalten, was die mRNA destabilisiert und zu ihrem
enzymatischen Abbau fiihrt (Brewer and Ross, 1988; Jones and Cole, 1987). Ein
Mechanismus, der zur Stabilisierung der MYC-mRNA beitrdgt, ist die Bindung des
Proteins CRD-BP (coding region determinant-binding protein) im carboxy-terminalen
Bereich der mRNA, was deren enzymatischen Abbau verhindert (Bernstein et al., 1992).
Eine Amplifikation dieses Proteins wurde in verschiedenen Tumoren gefunden und stellt
eine Moglichkeit der Hochregulierung von Myc in Tumoren dar (Doyle et al., 2000;
Ioannidis et al., 2001; Noubissi et al., 2006).

3.5.3 Translation

Auch auf der Ebene der Translation der MYC-mRNA gibt es eine Reihe von
Regulationsmechanismen. In der 5°-UTR befindet sich eine IRES-Sequenz (internal
ribosome entry site), die die MYC-Translation erhoht. Auch tiber die 5’-Kappe wird die
MYC-Translation reguliert (Carter et al., 1999). Darliberhinaus konnte gezeigt werden,
dass verschiedene microRNAs (miRNAs) mit der 3°’UTR der MYC-mRNA interagieren
konnen, was die Translation blockieren oder zum Abbau der mRNA fiihren kann (Cannell
et al.,, 2010; Kress et al., 2011; Sachdeva et al., 2009; Sampson et al., 2007). Die
microRNAs mir-34b und c sind Teil eines negativen Riickkopplungsmechanismus fiir
Myec, der in kolorektalen Karzinomen auller Kraft gesetzt sein kann. Dabei aktiviert Myc

direkt die Transkription der Kinase MKS5, die dann den Transkriptionsfaktor FoxO3a
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phosphorylieren und aktivieren kann. Foxo3a wiederum aktiviert die Transkription von
miR-34b/c, die dann tber die Interaktion mit der 3’'UTR der MYC-mRNA die Translation

und somit die Proteinexpression von Myc hemmen konnen (Kress et al., 2011).

3.5.4 Proteinstabilitit

Ebenso wie die MYC-mRNA hat auch das Myc-Protein eine kurze Halbwertszeit von nur
20 bis 30 Minuten (Hann and Eisenman, 1984). Die Myc-Proteinstabilitit wird tiber
posttranslationale Modifikationen wie Phosphorylierung und Ubiquitinierung reguliert
(Hann, 2006; Vervoorts et al., 2006). Die am besten untersuchten Phosphorylierungsstellen
sind Threonin 58 und Serin 62 in der Myc-Box 1 (Henriksson et al., 1993). Die
Phosphorylierung von Serin 62 durch MAP (mitogen-activated protein) -Kinasen (auch
ERK (extracellular signal-regulated kinase) genannt) stabilisiert Myc und ist die
Voraussetzung fiir die Phosphorylierung von Threonin 58 durch GSK3f (Glykogen
Synthase Kinase 3f3) (Lutterbach and Hann, 1994; Sears et al., 1999; Sears et al., 2000).
Die Phosphorylierung von Threonin 58 wiederum destabilisiert Myc und erleichtert die
Dephosphorylierung von Serin 62. Die beiden Phosphorylierungen sind also gegenseitig
abhingig und werden von Ras-induzierten Signalwegen reguliert: Serin 62 durch die
Ras/Raf/MEK/ERK-Kinase-Kaskade und Threonin 58 durch den PI3K/Akt-Signalweg, der
GSK3p negativ reguliert. Phosphoryliertes Threonin 58 wird von der Prolyl-Isomerase
PINT erkannt, die Prolin 63 von Myc isomerisiert. Dadurch wird Serin 62 fiir die Protein-
Phosphatase 2A (PP2A) zugénglich und kann dephosphoryliert werden (Yeh et al., 2004).
Das Myc-Protein, das dann nur an Threonin 58 phosphoryliert ist, kann von der Ubiquitin-
Ligase SCF-Fbw?7 erkannt und ubiquitiniert werden, was als Marker fiir den proteasomalen
Abbau dient (Welcker et al., 2004a; Welcker et al., 2004b; Yada et al., 2004). Es konnte
gezeigt werden, dass Axinl die Ausbildung eines Abbaukomplexes fiir Myc fordert, indem
es als Gertist fiir Serin 62-phosphoryliertes Myc, GSK38, PIN1 und PP2A dient (Arnold et
al., 2009; Schiilein and Eilers, 2009).
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Abb. 3: Regulation der Myc-Proteinstabilitiit durch SCF-Fbw7

Die Phosphorylierung von Ser 62 in Myc-Box I durch ERK ist notwendig, damit Thr 58 durch GSK3p
phosphoryliert werden kann. Beide Kinasen werden durch Ras reguliert; somit ist die Myc-Stabilitdt an
wachstumsfaktorabhdngige Signale gekoppelt. PIN1 kann an phosphoryliertes Thr 58 binden und Pro 63
isomerisieren, was Voraussetzung fiir die PP2A-abhingige Dephosphorylierung von Ser 62 ist. Myc-Protein,
das nur an Thr 58 phosphoryliert ist, wird von SCF-Fbw7 ubiquitiniert und so fiir den proteasomalen Abbau
markiert (angelehnt an (Adhikary and Eilers, 2005)).

In Burkitt-Lymphomen, in denen eine chromosomale Translokation zur onkogenen
Aktivierung von Myc fiihrt, werden manchmal zusétzliche, sekundidre Mutationen im
translozierten Myc-Allel gefunden, die dem Tumor einen selektiven Vorteil bringen. Einer
der Mutations-Hotspots ist Threonin 58. Die Folge dieser Punktmutation ist eine reduzierte
Ubiquitinierung und ein verminderter proteasomaler Abbau von Myc; auBBerdem hat eine
solche Punktmutante auch eine erhohte onkogene Aktivitét, da sie keine Apoptose mehr
auslosen kann (Bahram et al., 2000; Gregory and Hann, 2000; Hemann et al., 2005;
Salghetti et al., 1999).

Neben SCF-Fbw7 gibt es noch eine Reihe weiterer Ubiquitin-Ligasen, die Myc

ubiquitinieren und damit entweder die Aktivitit oder die Stabilitit beeinflussen.
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SCF-B-TrCP katalysiert die Anheftung von heterotypischen Ubiquitinketten an den
Amino-Terminus von Myc, was den SCF-Fbw7-vermittelten Abbau antagonisiert und
somit Myc stabilisiert (Popov et al., 2010). SCF-Skp2 ubiquitiniert Myc vermutlich
phosphorylierungsunabhdngig, was zuerst die transkriptionelle Aktivitit von Myc fordert,
anschlieBend allerdings auch zum proteasomalen Abbau fiihrt (Kim et al., 2003; von der
Lehr et al., 2003). Fiir die Ubiquitin-Ligase HectH9 wurde beschrieben, dass sie Lysin 63-
verkniipfte Polyubiquitinketten an das c-Myc-Protein heftet, was nicht zum Abbau fiihrt,
sondern vielmehr die Rekrutierung von Kofaktoren und somit die transkriptionelle
Aktivitdt fordert (Adhikary et al, 2005). N-Myc hingegen kann wihrend der
Differenzierung von HectH9 durch die Anheftung von Lysin 48-verkniipften
Ubiquitinketten zum Abbau markiert werden (Zhao et al., 2008). Neuere Ergebnisse
deuten darauf hin, dass auch die E3-Ligase TRUSS sowohl N-Myec, als auch c-Myc

ubiquitinieren kann, was zum proteasomalen Abbau fiihrt (Choi et al., 2010).

3.6 Proteinabbau

Fiir die Aufrechterhaltung der zelluldren Prozesse ist die richtige Balance verschiedener
Proteine entscheidend. Ein wichtiger Mechanismus, {iber den die Menge und Aktivitit von
Proteinen kontrolliert wird, ist der Proteinabbau. Dabei erfolgt der Abbau der Proteine
nicht wahllos, sondern iiber ein streng kontrolliertes System, das Ubiquitin-Proteasom-
System. Fiir die Entdeckung des Ubiquitin-vermittelten Abbaus von Proteinen wurde den
Forschern Aaron Ciechanover, Avram Hershko und Irwin Rose 2004 der Nobelpreis fiir

Chemie verliehen.

3.6.1 Das Ubiquitin-Proteasom-System

Proteine, die fiir den Abbau vorgesehen sind, werden kovalent mit Ubiquitin verkniipft,
was als Erkennungssignal fiir einen groBen proteolytischen Komplex, das Proteasom,
dient. Dariiberhinaus werden iiber die kovalente Verkniipfung von Proteinen mit Ubiquitin
oder ubiquitindhnlichen Proteinen (wie SUMO oder NEDDS) auch viele weitere zelluldre
Prozesse reguliert, wie Zellzyklusprogression, Signaltransduktion, Transport {liber die
Zellmembran, Proteinqualititskontrolle im  Endoplasmatischen Retikulum oder

Transkription (zusammengefasst in (Amerik and Hochstrasser, 2004)).
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Ubiquitin ist ein kleines, aus nur 76 Aminosduren bestehendes, globuldres Protein, das
seinen Namen der Tatsache verdankt, dass es ubiquitdr in eukaryotischen Zellen
vorkommt. Es ist evolutiondr hochkonserviert (das Ubiquitin des Menschen unterscheidet
sich von dem der Hefe nur durch drei Aminosiuren), was ein Anzeichen fiir seine

essentielle Funktion ist.

Der Markierungsprozess von Proteinen mit Ubiquitin (Ubiquitinierung) wird von einer
Kaskade aus drei Enzymen katalysiert, die nach ihrer Reaktionsreihenfolge E1, E2 und E3
genannt werden (Ubersichtsartikel: (Hershko and Ciechanover, 1998)). Im ersten Schritt
dieser Kaskade wird das Ubiquitin in einer ATP-abhéngigen Reaktion durch das Ubiquitin-
aktivierende Enzym (E1 oder UBA) aktiviert, indem die Carboxylgruppe (-COOH) des
carboxy-terminalen Glycin 76 von Ubiquitin eine Thioesterbindung mit der Thiolgruppe
(-SH) eines Cysteins von El eingeht (Schulman and Harper, 2009). Das aktivierte
Ubiquitin wird dann in einer Transacylierungsreaktion auf die Thiolgruppe eines Cysteins
des Ubiquitin-konjugierenden Enzyms (E2 oder UBC) iibertragen (Ye and Rape, 2009).
SchlieBlich wird das Ubiquitin mit Hilfe einer E3-Ubiquitin-Ligase auf das Substratprotein
iibertragen. Dabei entsteht eine Isopeptidbindung zwischen der Carboxylgruppe des
Glycin 76 von Ubiquitin und der e-Aminogruppe eines internen Lysins des
Substratproteins (Deshaies and Joazeiro, 2009). Inzwischen ist allerdings auch bekannt,
dass ebenso die a-Aminogruppe der endstindigen Aminosdure am Amino-Terminus
ubiquitiniert werden kann, z. B. beim Myc-Protein durch SCF-3-TrCP und SCF-Fbw7
(Ciechanover and Ben-Saadon, 2004; Popov et al.,, 2010). Nach der Verkniipfung der
ersten Ubiquitin-Einheit kann eine Polyubiquitinkette gebildet werden, bei der jeweils der
Carboxy-Terminus des nédchsten Ubiquitins mit einem Lysin des vorherigen Ubiquitins
verknilipft wird. Dabei kann das E2-Enzym die Art der Verkniipfung bestimmen.
Ubiquitinketten, die {iber Lysin48 verkniipft sind und mindestens aus vier
Ubiquitinmolekiilen bestehen, werden vom Proteasom als Abbausignal erkannt. Es wurde
allerdings auch beschrieben, dass Ubiquitinketten mit anderen Verkniipfungen als
Abbausignale wirken konnen und dass Lysin 48-verkniipfte Ketten nicht zwangslaufig
zum proteasomalen Abbau fithren miissen (Flick et al., 2004; Kirkpatrick et al., 2006). Im
26S-Proteasom wird das Substratprotein in kleine Peptide zerlegt, das Ubiquitin hingegen
wird recycelt. Dariiberhinaus sind noch zahlreiche weitere Arten der Ubiquitinierung

bekannt, die nicht als Abbausignale dienen, sondern z. B. die transkriptionelle Aktivitét
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beeinflussen. Je nach Anzahl der verbundenen Ubiquitine unterscheidet man die Mono-,
Oligo-, Multi- und Polyubiquitinierung. AuBlerdem konnte gezeigt werden, dass
Ubiquitinketten iiber alle sieben Lysine (6, 11, 27, 29, 33, 48 und 63) von Ubiquitin
verknilipft werden konnen, wobei die Art der Verkniipfung oft die Funktion der
Ubiquitinkette am Substratprotein bestimmt. Auch gemischte Ketten wurden beschrieben
(Xu et al.,, 2009). Die Funktion dieser verschiedenen Arten der Ubiquitinierung ist
allerdings noch nicht vollstdndig aufgeklart.

Die Ubiquitinierung ist ein reversibler Prozess und kann durch deubiquitinierende Enzyme
(deubiquitinating enzymes, DUBs) riickgingig gemacht werden (Nijman et al., 2005)
(siche Abschnitt 3.6.3).
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Abb. 4: Schematische Darstellung des Ubiquitin-Proteasom-Signalweges

Ubiquitin wird in einer ATP-abhéngigen Reaktion durch ein E1-Enzym aktiviert und dann auf ein E2-Enzym
tibertragen. Eine Ubiquitin-Protein-Ligase (E3) verkniipft das Ubiquitin kovalent mit dem Substratprotein.
Nach Ausbildung einer Lys 48-verkniipften Polyubiquitinkette wird das Substrat im 26S-Proteasom
abgebaut. Ubiquitinierungsreaktionen sind reversibel und kénnen durch deubiquitinierende Enzyme (DUBs)
riickgéngig gemacht werden, was zur Stabilisierung des Substrats fiihrt (angelehnt an (Hoeller et al., 2006)).

Wihrend die E2-Enzyme Einfluss auf die Art der Ubiquitin-Verkniipfung haben (Wickliffe
et al, 2011), sorgen die E3-Ubiquitin-Ligasen fiir die Substratspezifitit, indem sie
spezifische Erkennungsmotive der Substratproteine binden. In einigen Féllen ist ein
zusitzliches E4-Enzym (ubiquitin-chain elongation factor) notwendig, um eine aus
wenigen Ubiquitinmolekiilen bestehende Kette zu verldngern (Koegl et al., 1999). Alle
bisher identifizierten E3-Ligasen besitzen entweder eine HECT (homologous to E6-AP
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carboxy terminus)-Domine oder ein RING (really interesting new gene)-Finger-Motiv
(zusammengefasst in  (Pickart, 2001)). Wahrend HECT-E3-Ligasen  direkt
Thioesterbindungen mit Ubiquitin ausbilden und dieses anschlieBend auf das
Substratprotein iibertragen (Schwarz et al., 1998), vermitteln RING-E3-Ligasen nur die
Bindung zwischen E2-Enzym und dem Substratprotein, sind aber selbst nicht direkt an der
Ubiquitinierungsreaktion beteiligt (Jackson et al., 2000; Joazeiro and Weissman, 2000).
Zur Familie der RING-Finger E3-Ligasen gehort der SCF-Komplex (SKP1-CUL1-F-Box-
Protein) (Nakayama and Nakayama, 2005). Der SCF-Komplex besteht aus drei invariablen
Komponenten, dem Adapterprotein SKP1, dem Geriistprotein CUL1 und dem RING-
Finger-Protein RBX1, und einer variablen Komponente, dem F-Box-Protein, das fiir die

Substratbindung verantwortlich ist.

B RING-Finger-Protein

Gerlist-Protein
SCF-Komplex

Adapter-Protein Substrat

F-Box-Protein (|
(Rezeptor)

8 x WD40

SKP1-
Interaktion

Dimerisierung Substrat-Bindung

Abb. 5: Schematische Darstellung des SCF-Fbw7-Komplexes

Der SCF-Komplex besteht aus einem F-Box-Protein als Rezeptor fiir Substratproteine, SKP1 als Adapter,
CULI1 als Geriist und RBX1 als RING-Finger-Protein, das mit dem E2-Enzym interagiert. Bei Fbw7 handelt
es sich um ein F-Box-Protein mit acht WD40 repeats fiir die Bindung phosphorylierter Substrate, einer D-
Doméne fiir die Dimerisierung und einer F-Box fiir die Interaktion mit SKP1 (angelehnt an (Welcker and
Clurman, 2008)).
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3.6.2 Fbw7

Fbw7 (F-box and WD40 repeat domain-containing 7, Foxw7, CDC4 in Hefe, AGO in
Drosophila, SEL10 in Nematoden) ist ein F-Box-Protein und fiir den
phosphorylierungsabhdngigen Abbau von Myc verantwortlich (Welcker et al., 2004b;
Yada et al., 2004). Weitere Substrate von Fbw7 sind unter anderem Zyklin E, Notch, Jun,
SREBP1, mTOR, und Mcll (Inuzuka et al., 2011; Koepp et al., 2001; Mao et al., 2008;
Nateri et al., 2004; Oberg et al., 2001; Strohmaier et al., 2001; Sundqvist et al., 2005). Da
es sich bei Myc, Zyklin E und Jun um Proto-Onkogene handelt, wirkt Fbw7 als

Tumorsuppressor.

Das humane Fbw7 liegt in 3 Isoformen vor (alpha, beta und gamma), die durch alternatives
Spleiflen entstehen. Jede mRNA besteht aus einem isoformspezifischen ersten Exon und
zehn weiteren Exons, die in allen drei Isoformen gleich sind. Somit unterscheiden sich die
Proteine nur in ithrem amino-terminalen Teil, der die subzelluldre Lokalisation bestimmt:
Fbw7a befindet sich im Zellkern, Fbw7p im Zytoplasma und Fbw7y im Nucleolus
(Ubersichtsartikel: (Welcker and Clurman, 2008)). Proliferierende Zellen exprimieren alle
drei Isoformen. In adulten Geweben wird die alpha-Isoform ubiquitér exprimiert, wéhrend
die beta- und gamma-Isoformen eher gewebespezifisch vorliegen. Fbw7a ist die am
stiarksten exprimierte Isoform und da die meisten beschriebenen Substrate ebenfalls im
Zellkern lokalisiert sind, ist Fbw7a. allein ausreichend fiir den Abbau dieser Substrate
(Grim et al., 2008; van Drogen et al., 2006). Fbw7 besitzt mehrere konservierte Protein-
Protein-Interaktions-Dominen. Uber die F-Box interagiert Fbw7 mit SKP1 (S-phase
kinase-associated protein 1) und rekrutiert so den gesamten SCF-Komplex. Die
Dimerisierungsdoméne vermittelt die Interaktion zweier Molekiile von Fbw7. Es wird
angenommen, dass die Dimerisierung die Ubiquitinierung verstérkt, indem es die Affinitat
des F-Box-Proteins zu Substraten mit schwachen Abbausignalen erhoht. Monomeres Fbw7
reicht jedoch fiir einen effizienten Abbau von Myc und Zyklin E aus (Welcker and
Clurman, 2007). Fbw7 rekrutiert als E2-Enzym Cdc34 und verkniift Ubiquitin bevorzugt
iiber Lysin 48, was als degradierendes Signal gilt (Popov et al., 2010). Im Carboxy-
Terminus befinden sich acht WD40 repeats, die im Protein eine fassformige Struktur
formen, welche filir die Substratbindung verantwortlich ist. Dabei erfolgt die
Substraterkennung iiber konservierte Phospho-Epitope der Substratproteine, die

sogenannten CPDs (Cdc4-Phospho-Degron). Diese CPDs enthalten meist ein zentrales

17



Einleitung

Phospho-Threonin (z. B. Threonin 58 in Myc). Wie auch Myc werden die meisten Fbw7-
Substrate an ihren CPDs durch GSK3p, einer mitogenen Kinase, phosphoryliert. Somit
koppeln die CPDs die Fbw7-Aktivitit an mitogene Signale. Wie schon fiir Myc
beschrieben (Abschnitt 3.5.4), liegen Mutationen der CPDs oft in Tumoren vor und fiithren
zur Stabilisierung der jeweiligen Onko-Proteine. Fbw7 selbst ist in 6 % aller Tumore
mutiert (Akhoondi et al., 2007). Da Fbw?7 fiir den Abbau von vielen wichtigen Onko-
Proteinen verantwortlich ist, hat eine ecinzelne Mutation in Fbw7 weitreichende
Konsequenzen. Vor allem Punktmutationen werden héufig gefunden, z. B. sind die
konservierten Arginine innerhalb der WD40 repeats, iiber die der Kontakt mit den
phosphorylierten Substraten erfolgt, besonders hdufig betroffen. Es treten aber auch
Mutationen auf, die zu einem frithzeitigen Kettenabbruch bei der Translation und somit zu
einem verkiirzten Protein fithren. Dadurch kann die Substrat-Interaktion verhindert
werden. Ein Kettenabbruch nach der D-Doméne oder eine Punktmutation in den WD40
repeats wirkt dominant-negativ, das heiflt, diese Formen von Fbw7 konnen zwar keine
Substrate mehr binden, sind aber immer noch in der Lage mit Wildtyp-Fbw7 zu
dimerisieren und mit dem SCF-Komplex zu interagieren (zusammengefasst in (Welcker
and Clurman, 2008)). Ein kompletter Verlust von Fbw?7 fiihrt, vermutlich durch die
Akkumulation von Zyklin E, zu chromosomaler Instabilitit und Tumorentstehung. Fbw7-
defiziente Méause sterben in utero ungefidhr am Tag 11 der Embryonalentwicklung, was
vermutlich auf einen verstirkten Notch-Signalweg zuriickgefiihrt werden kann (Tetzlaff et
al., 2004; Tsunematsu et al., 2004). Durch konditionale Fbw7-Knockout-Mause, bei denen
Fbw7 gewebespezifisch ausgeschaltet werden kann, wurde herausgefunden, dass Fbw7
eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der Quieszenz und Selbsterneuerung

hédmatopoetischer Stammzellen spielt (Onoyama et al., 2007).

3.6.3 Usp28

Ubiquitinierung ist ein reversibler Prozess. Eine Familie von Isopeptidasen, die
Deubiquitinierenden Enzyme (DUBs), ist in der Lage, die Funktion der E3-Ligasen zu
antagonisieren, indem sie Ubiquitinmolekiile wieder von Substratproteinen abspalten

(Nijman et al., 2005).

Die deubiquitinierenden Enzyme erfiillen mehrere wichtige Aufgaben. Ubiquitin kann als

lineares Fusionsprotein aus mehreren Ubiquitin-Untereinheiten transkribiert und
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translatiert werden, das erst mit Hilfe von DUBs in freie Ubiquitinmolekiile gespalten
wird. DUBs konnen auch degradierende oder nicht-degradierende Ubiquitinketten von
Substratproteinen entfernen. Dadurch wird das entsprechende Signal riickgdngig gemacht;
im Falle der degradierenden Ubiquitinketten kommt es zur Stabilisierung des
Substratproteins und zur Verhinderung des proteasomalen Abbaus. Wird ein
Substratprotein tatsdchlich abgebaut, so ist die DUB-Aktivitit notwendig, um die
Ubiquitinmolekiile zu recyceln. Dariiberhinaus kénnen DUBs bestehende Ubiquitinketten
auch modifizieren, um bestimmte Ubiquitin-vermittelte Signale zu verdndern

(Ubersichtsartikel: (Komander et al., 2009)).

USP28 wurde in einem shRNA-Screen gefunden, in dem nach Genen gesucht wurde, die
essentiell fiir die Myc-Funktion sind. Dabei wurde die Tatsache ausgenutzt, dass Myc-
Aktivierung in der Abwesenheit von Wachstumsfaktoren zur Apoptose-Induktion fiihrt.
shRNAs, die unter diesen Bedingungen einen Uberlebensvorteil bringen, hemmen Gene,
ohne die eine normale Myc-Funktion nicht mdglich ist. USP28 war eines dieser Gene.
Weitere Untersuchungen identifizierten Usp28 als das deubiquitinierende Enzym, das den
SCF-Fbw7-vermittelten Myc-Abbau antagonisieren kann (Popov et al., 2007b). Usp28
gehort zur DUB-Unterfamilie der USPs (Ubiquitin-spezifische Proteasen) und ist eine
Cysteinprotease, das heif}t, seine katalytische Aktivitét hingt von Cystein 171 ab.

Es konnte gezeigt werden, dass Usp28 iiber Fbw7a mit Myc interagiert, sodass die drei
Proteine als terndrer Komplex im Zellkern vorliegen. Fiir eine direkte Interaktion zwischen
DUBs und Ubiquitin-Ligasen gibt es schon weitere Beispiele, wie Usp7 und Mdm?2 (Li et
al., 2004) oder Usp33 und VHL (Li et al., 2005). Diese Interaktionen vermitteln vermutlich
die Spezifitit der DUBs oder regulieren die Stabilitdt der beiden Proteine, indem die
E3-Ligase vor Auto-Ubiquitinierung geschiitzt wird oder indem das deubiquitinierende
Enzym selbst ein Substrat der E3-Ligase ist. Usp28 deubiquitiniert und stabilisiert Myc
und Zyklin E und antagonisiert so die Funktion von Fbw7a. In Tumorzelllinien ist Usp28
notwendig flir die Myc-Stabilitét und stellt einen limitierenden Faktor fiir die Proliferation
dar. In humanen Tumorgeweben aus Kolon- und Brustkarzinomen konnte eine erhdhte
Expression von Usp28 nachgewiesen werden (Popov et al., 2007b). Somit wurde ein
Mechanismus aufgeklért, iiber den es auch ohne MYC-Mutationen zur Stabilisierung von

Myc in Tumorzellen kommen kann.
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3.7  Zielsetzung dieser Arbeit

Die onkogene Aktivierung des Myc-Proteins gehdrt zu den hiufigsten Veranderungen, die
in humanen Tumoren gefunden werden. Dabei ist aktiviertes Myc oftmals die Ursache der
Tumorentstehung, aber auch Tumore, die durch ein anderes mutagenes Ereignis entstanden

sind, werden haufig fiir ihre Aufrechterhaltung von Myc abhéngig.

Herauszufinden, wie das Myc-Protein reguliert wird und welche Signalwege seine
Stabilitit beeinflussen, wird nicht nur unser Verstindnis der Tumorbiologie vertiefen,
sondern auch zu neuen, zielgerichteten Therapieansdtzen filir Patienten mit Myc-

abhéngigen Tumoren fiihren.

(1) Deshalb war ein Ziel dieser Arbeit, zu untersuchen, ob der Abbau des Myc-Proteins
durch die E3-Ligase Fbw7 von Modifikationen an Fbw7 reguliert wird. Bisher wurde die
Phosphorylierung von Myc als Hauptmechanismus angesehen, {iber den der Proteinabbau
reguliert wird. Allerdings sind weitere Ebenen der Regulation wahrscheinlich. Es sollten
posttranskriptionelle Modifikationen an Fbw7 und die iibergeordneten Signalwege
identifiziert werden sowie deren Einfluss auf die Fahigkeit, Substrate zum Abbau zu

markieren, bzw. der Einfluss auf die Stabilitit von Fbw?7 selbst analysiert werden.

(2) Zur Therapie von Myc-abhidngigen Tumoren stellt die Inhibition der Myc-Aktivitat
einen vielversprechenden Ansatz dar. In experimentellen Modellen ist es bereits gelungen,
durch die Inhibierung von Myc eine Tumorregression zu erreichen. Da Myc als
Transkriptionsfaktor jedoch kein aktives Zentrum wie ein Enzym besitzt, das von
niedermolekularen Wirkstoffen gehemmt werden kann, ist die Entwicklung von direkten
Hemmstoffen fiir Myc problematisch. Einen alternativen Ansatz stellt die Inhibition von
Proteinen dar, die fiir die Myc-Funktion essentiell sind. In dieser Arbeit sollte das
deubiquitinierende Enzym Usp28 als ein solcher Angriffspunkt validiert werden. Da
Usp28 Myc in Tumorzellen deubiquitinieren und stabilisieren kann und zur Enzymklasse
der Cysteinproteasen gehort, die mit niedermolekularen Wirkstoffen gehemmt werden
konnen, ist es ein potentiell interessantes Zielprotein fiir die Therapie Myc-abhingiger
Tumore. Mit Hilfe eines Knockout-Mausmodells sollte in dieser Arbeit die Auswirkung
der Usp28-Deletion auf die Gewebehomdostase und die Myc-abhéngige Tumorentstehung

untersucht werden.
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4 Materialien

4.1 Stimme und Zelllinien

4.1.1 Bakterienstimme

DH5a

XL1 blue

BL21

Escherichia coli; chromosomaler Genotyp: F~, ¢80dlacZAMI15, A(lacZYA-

argF)U169, deoR, recAl, endAl, hsdR17(rk”, mk+), phoA, supEA4, )", thi-
1, gyrA96, reldl; verwendet zur Herstellung und Amplifikation von

Plasmiden
Escherichia coli, recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac
[F’ proAB laclqgZAM15 Tnl0 (Tetr)]

Escherichia coli; chromosomaler Genotyp: B, F°, dem, ompT, hsdS(rg'mg’),

gal [malB Jx.12(A%); verwendet zur Expression von GST-Fusionsproteinen

4.1.2 Siugerzelllinien

HCT116

HEK293T

HeLa

MEFs

PHX

humane Kolonkarzinomzelllinie (ATCC), entweder als Wildtyp (Fbw7 +/+)
oder mit Fbw7-Defizienz (Fbw7 -/-) (Rajagopalan et al., 2004)

humane embryonale Nierenzelllinie (ATCC)
humane Zervixkarzinomzelllinie (ATCC)

immortalisierte Mausembryofibroblasten, entweder als Wildtyp-Form (wt
bzw. Usp28 +/+) oder mit einer hetero- bzw. homozygoten Deletion von

Usp28 (Usp28 +/- bzw. Usp28 -/-)

humane Verpackungszelllinie (Phoenix-Eco) zur Herstellung von
MoMuLV-Retroviren; von der humanen embryonalen Nierenzelllinie

HEK293 abstammend (Kinsella and Nolan, 1996)
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4.1.3 Primire Zellen

MEFs

B-Zellen

primire Mausembryofibroblasten, isoliert aus Embryonen E13,5
(Genotypen wie in 4.1.2)

murine B-Lymphozyten, isoliert aus B-Zell-Lymphomen

4.1.4 Transgene Mausstimme

Usp28 fl/fl

Eu-Myc

Zp3-Cre

CreER™/

Rosa26

auf einem C57BL/6-Stammhintergrund;
konditionaler Usp28-Knockout;

hergestellt von der Firma Taconic Artemis in Kdln

(B6.Cg-Tg(IgHMyc)22Bri/J)

auf einem C57BL/6-Stammbhintergrund;

exprimiert das Myc-Transgen unter Kontrolle des Enhancers der schweren
Kette der Immunglobuline (En) und des Myc-Promotors

(Harris et al., 1988);

freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Tarik Mordy

(C57BL/6-Tg(Zp3-cre)93Knw/J)

auf einem C57BL/6-Stammhintergrund;

exprimiert die Cre-Rekombinase unter Kontrolle des Zona Pellucida 3
Promotors (Zp3);

erworben von The Jackson Laboratory

B6.129-Gt(Rosa) 26Sortml(cre/ERT2)TyJ/J

auf einem C57BL/6-Stammhintergrund;
exprimiert eine konditionale, durch Tamoxifen induzierbare Cre-
Rekombinase  (fusioniert —mit der  Hormonbindedomédne  des
Ostrogenrezeptors) im Rosa 26-Lokus;

freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Stefan Gaubatz
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4.2 Kultivierungsmedien und Zusitze

4.2.1 Medien und Antibiotika zur Bakterienkultivierung

4.2.1.1 Medien

LB-Medium 1 % (w/v) Baktotrypton
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
1 % (w/v) NaCl

LB-Agar LB-Medium mit 1,2 % (w/v) Bakto-Agar; nach Autoklavieren auf
50 °C abgekiihlt, 20 ml auf eine 10 cm-Schale gegeben

4.2.1.2 Antibiotika

Je nach Resistenzgen des verwendeten DNA-Plasmids wurden dem LB-Medium oder dem
LB-Agar folgende Antibiotika hinzugefiigt:

Ampicillin 100 pg/ml

Kanamycin 30 pg/ml

4.2.2 Medien und Zusitze fiir die Sdugerzellkultivierung

4.2.2.1 Medien

Die Grundmedien DMEM und RPMI-1640 wurden von der Firma Sigma bezogen. Dem
Medium zugesetztes fotales Kilberserum (fetal bovine serum, FBS; PAA) wurde vor der

Verwendung 30 Minuten bei 56 °C hitzeinaktiviert.

HCT116, HEK293, DMEM
HeLa, PHX 10 % (v/v) FBS
1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin (100.000 U/ml, PAA)

MEFs DMEM
10 % (v/v) FBS
1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin (100.000 U/ml)
1 % (v/v) nicht-essentielle Aminosiuren (Gibco/Invitrogen)

55 uM B-Mercaptoethanol
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B-Zellen RPMI-1640
10 % (v/v) FBS
1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin (100.000 U/ml)
50 uM B-Mercaptoethanol
200 uM Asparagin
5 % (v/v) Natriumpyruvat
1 mM HEPES

Einfriermedium 90 % (v/v) FBS
10 % (v/v) DMSO

4.2.2.2 Antibiotika

Zur Selektion erfolgreich transfizierter bzw. infizierter Zellen wurden diese mit folgenden
Antibiotika behandelt. Eine Neomycin-Resistenz wurde mit G418 und eine Bleomycin-

Resistenz mit Zeocin selektioniert.

Blastizidin S (InvivoGen) 5-10 pg/ml
G418 (PAA) 800 pug/ml
Puromycin (InvivoGen) 2 pg/ml
Hygromycin (Merck) 100 pg/ml
Zeocin (InvivoGen) 50 - 500 pg/ml
4.2.2.3 Weitere Zusiitze

4-Hydroxytamoxifen (4-OHT) (Sigma) 200 nM in Ethanol

Cycloheximid (CHX) (Sigma) 100 pg/ml in Ethanol
BEZ235 (LC Laboratories) 500 nM in DMSO
MG-132 (Calbiochem) 10 uM in Ethanol
LY290024 (Calbiochem) 50 uM in DMSO
N-Ethylmaleimid (NEM) (Sigma) 1 mM in Ethanol
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4.3 Nukleinsiduren

4.3.1 Primer

Die verwendeten DNA-Primer (for = forward; rev

Materialien

reverse) wurden von der Firma

Metabion synthetisiert. Das Primerdesign erfolgte mit den Programmen Primer3, PrimerX

(fiir Punktmutagenese) oder Universal ProbeLibrary (Roche; fiir qRT-PCR Primer). Die

Primer fiir die quantitative RT-PCR wurden zur Vermeidung der Amplifikation

genomischer DNA Intron-Exon-iibergreifend entworfen.

Tabelle 1: Ubersicht iiber die verwendeten Primer
Fir die Primer ist jeweils die Bezeichnung (das amplifizierte Gen), die Verwendung (qRT-PCR =
quantitative Reverse Transkriptase-PCR, gen-PCR = Genotypisierungs-PCR, mut-PCR = Mutagenese-PCR),
die Spezies (H = Homo sapiens, M = Mus musculus) und die Sequenz angegeben.

Bezeichnung Verwendung Spezies Sequenz (5° =2 37)
Usp28 fl/fl for gen-PCR M gaggcttgagttatgactgg
Usp28 fl/fl rev gen-PCR M agaacacctgctgcttaage
Usp28 del rev gen-PCR M tcccccaagagtgttttcac
Eu-Myc for gen-PCR M agacgtcaggtggcactttt
Eu-Myc rev gen-PCR M agcaaaaacaggaaggcaaa
Zp3-Cre for gen-PCR M gcggtctggcagtaaaaactatc
Zp3-Cre rev gen-PCR M gtgaaacagcattgctgtcactt
CreER 1 gen-PCR M tgggatacagaagaccaatgc
CreER 2 gen-PCR M acggacagaagcattttcca
CreER 3 gen-PCR M gtctetgectccagagtget
Fbw7 S227A for mut-PCR H cgacgccgaattacagetgtccagecacctac
Fbw7 S227A rev mut-PCR H gtaggtggctggacagetgtaattcggegteg
B2M for qRT-PCR M agccgaacatactgaactgetacg
B2M rev qRT-PCR M cggccatactgtcatgcttaacte
Usp28-Exon4/5 for qRT-PCR M ccattgccttgagtcteetg
Usp28-Exon4/5 rev qRT-PCR M ccaacatttttcagcccaac
B2M for qRT-PCR H gtgctegegctactetete
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B2M rev qRT-PCR H gtcaacttcaatgtcggat
Fbw7 for qRT-PCR H gaaccccagtttcaacgaga
Fbw7 rev qRT-PCR H ttgggttccaggaatgaaag
LDHA for qRT-PCR H tctetgtageagatttggcaga
LDHA rev qRT-PCR H aagacatcatcctttattccgtaaa
GLUT! for qRT-PCR H ggttgtgccatactcatgace
GLUT]I rev qRT-PCR H cagataggacatccagggtage
PFKL for qRT-PCR H acacccgtgtaactgtgctg
PFKL rev qRT-PCR H atgcccatcttgetgete
ENOI1 for qRT-PCR H tcccacatcectggagaataa
ENOLI rev qRT-PCR H atgccgatgaccaccttatc
LDHB for qRT-PCR H ccaacccagtggacattctt
LDHB rev qRT-PCR H aaacacctgccacattcaca
ODCI1 for qRT-PCR H aaaacatgggcgcttacact
ODCI1 rev qRT-PCR H tggaattgctgcatgagttg
CDH2 for qRT-PCR H gacaatgcccctcaagtgtt
CDH2 rev qRT-PCR H ccattaagccgagtgatggt
ITGA2 for qRT-PCR H gggcattgaaaacactcgat
ITGA2 rev qRT-PCR H tcggatcccaagattttetg
CCND?2 for qRT-PCR H ggacatccaaccctacatgc
CCND2rev qRT-PCR H cgcacttctgttcctcacag
Cdc25c¢ for qRT-PCR H tggattcttcaggacttcagg
Cdc25c rev qRT-PCR H gctgggctacatttcattaggt
Bim S for qRT-PCR H catcgcggtattcggttc
Bim S rev qRT-PCR H gctttgccatttggtcttttt
Bcl2 for qRT-PCR H tacctgaaccggcacctg
Bcl2 rev qRT-PCR H gccgtacagttccacaaagg
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4.3.2 Plasmide

4.3.2.1 Leervektoren

pcDNA3.0

pBabe bleo/hygro/puro

pGEXA4T3

4.3.2.2 Expressionsvektoren

p3xFLAG-CMV-FBXW7a-WT

p3xFLAG-CMV-FBXW7 -
S§2274

pcDNA3-HA-SKPI

pcDNA3-HA-FBXW7o-WT

Materialien

eukaryotischer Expressionsvektor mit CMV

(Cytomegalie-Virus)-Promotor (Invitrogen)

eukaryotischer retroviraler Expressionsvektor mit LTR-

Promotor und Bleomycin-, Hygromycin- oder

Puromycin-Resistenzgen (Morgenstern and Land, 1990)

bakterieller Expressionsvektor mit einem tac-Promotor

zur  IPTG-induzierbaren Expression von GST-

Fusionsproteinen (GE Healthcare)

Expressionsvektor mit CMV-Promotor, dreifachem
FLAG-Tag und der CDS von humanem FBXW7a-
Wildtyp, freundlicherweise zur Verfligung gestellt von

Bruce Clurman

wie oben, allerdings wurde die Punktmutation S227A

eingefiihrt

Expressionsvektor mit CMV-Promotor, HA-7ag und
der CDS von humanem SKP/

Expressionsvektor mit CMV-Promotor, HA-7ag und
der CDS von humanem FBXW7a-Wildtyp
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pCS2m-Zyklin E

pcDNA3-Hise-Ubiquitin

pBabe puro FBXW7o-WT

pBabe puro FBXW7a-S2274

pBabe puro Cre

pGEXA4T3 FBXW7o-WT bzw. —
S§2274

pGEX4T3 FOXO3A fl bzw. 1-
915

Materialien

Expressionsvektor mit CMV-Promotor, Myc-7ag und
der CDS von humanem Zyklin E, freundlicherweise zur

Verfiigung gestellt von Bruce Clurman

Expressionsvektor mit CMV-Promotor, Hexa-Histidin-

Tag und der CDS von Ubiquitin

pBabe puro Vektor mir der CDS von humanem

FBXW7a-Wildtyp

pBabe puro Vektor mir der CDS von humanem

FBXW7a-S227A

pBabe puro mit der kodierenden Sequenz fiir die Cre-

Rekombinase

pGEX4T3 Vektor mit der kodierenden Sequenz der
ersten 250 Aminosduren von FBXW7a-WT bzw.
S2274

pGEX4T3 Vektor mit der kodierenden Sequenz von
FOX034 Gesamtlinge oder Aminosiuren 1 bis 915
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4.4  Antikorper

4.4.1 Primirantikorper

Tabelle 2: Ubersicht iiber die verwendeten Antikorper

Spezies: H = Homo sapiens; M = Mus musculus

Verwendung: WB = Immunoblot; IP = Immunprézipitation; IF = Immunfluoreszenz
Antikoérpertyp: M = Maus; K = Kaninchen; mono = monoklonal; poly = polyklonal

Protein Spezies  Verwendung  Antikdrpertyp Antikdrperbezeichnung
FLAG synth. WB, IP, IF M, mono Sigma (Klon M2, F3165)
Phospho-Akt- alle WB, IP K, mono Cell Signaling (110B7E)
Substrat
Phospho-Myc H,M WB K, poly Cell Signaling (9401)
(T58/S62)
mTOR H,M WB K, poly Cell Signaling (2972)
c-Myc H,M WB M, mono Santa Cruz (C-33, sc-42)
c-Myc H WB M, mono 9E10, eigene Herstellung
Cdk2 HM WB K, poly Santa Cruz (sc-163)
Mcl-1 H,M WB K, poly Santa Cruz (S-19, sc-19)
Zyclin E H WB M, mono Santa Cruz (HE12, sc-247)
SREBP-1 H,M WB M, mono Santa Cruz (2A4, sc-13551)
HA synth. WB M, mono Covance (Klon 16B12,
MMS-101P)
Usp28 H,M WB K, poly Acris (17707-1-AP)
B-Aktin H,M wB M, mono Sigma (Klon AC-15, A5441)
c-Myc H,M wB M, mono Calbiochem (Ab-3, OP31)
Zyklin E H,M WB K, poly Santa Cruz (M-20, sc-481)
53BP1 H,M WB K, poly Santa Cruz (H-300, sc-22760)
P hoiggzghkl H,M WB K,mono (el Signaling (133D3, 2348)
PhofglllgipS 3 HM WB K, poly Santa Cruz (sc-11764-R)
p53 M WB K, poly Novocastra Lab. (CM5)

29




Materialien

c-Myc H,M WB K, poly Santa Cruz (N-262, sc-764)
Zyklin D1 M, H WB M, mono Santa Cruz (72-13G, sc-450)
Fbw7y (Cded) M, H WB K, poly Santa Cruz (H-300, sc-33196)
freundlicherweise zur
Fbw7a M, H WB M, mono Verfligung gestellt von Axel
Behrens
phospho-Myc M H WB K, pol
) > poly Abcam (ab51156)
(S62)
ARF M, H WB K, poly Abcam (R562)
Vinculin M, H wB M, mono Sigma-Aldrich (V9131)

4.4.2 Sekundirantikorper

anti-Kaninchen-HRP

anti-Maus-HRP

anti-Maus-Alexa488

4.5 Chemikalien

Esel-anti-Kaninchen-Immunglobulin, gekoppelt an die Meer-

rettichperoxidase

(Amersham, NA 934)

(horseradish peroxidase, HRP)

Esel-anti-Maus-Immunglobulin, gekoppelt an die Meer-

rettichperoxidase (Amersham, NA 931)

Ziege-anti-Maus-Immunglobulin, gekoppelt an Alexa Fluor®
488 (Invitrogen, A11001)

Mit Ausnahme von einigen gesondert aufgefiihrten Substanzen wurden Chemikalien in

Analysequalitdt oder in Qualitét fiir die Molekularbiologie von den Firmen Sigma, Roth,

Acros Organics und Applichem verwendet. Von Sigma und Invitrogen wurden

Feinchemikalien in hdchstem Reinheitsgrad bezogen. Radioaktiv markiertes ATP

(**P-y-ATP) wurde von Hartmann Analytics erworben.
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4.6 Standards und Enzyme

4.6.1 Standards
Protein-Marker

DNA-Marker

4.6.2 Enzyme und Kits

Benzonase

DNase-freie RNase A

M-MLV Reverse Transkriptase
Restriktionsendonukleasen
RNase-freie DNase

Pfu-Turbo Polymerase

Pfu Polymerase

Qiaquick PCR purification Kit
SYBR Green qPCR Master Mix
T4-DNA-Ligase

4.7  Puffer und Losungen

ACK-Lysepuffer

Basischer Puffer fur
genomische DNA (50x)

Blockierungslosung fiir
PVDF-Membranen

Blockierungslosung fiir
Immunfluoreszenz

Materialien

PageRulerTM Prestained Protein Ladder (Fermentas)

1 kb DNA Ladder (Invitrogen)

Novagene/VWR International

Sigma

Promega

Fermentas oder NEB (New England Biolabs)
Fermentas

Stratagene

Fermentas

Qiagen

Thermo Scientific

Fermentas

150 mM NH4CI
10 mM KHCO3
100 mM EDTA
mit HCI auf pH 7,4 eingestellt und sterilfiltriert

1,25 M NaOH
10 mM EDTA, pH 12

5 % (w/v) Magermilchpulver in TBS-T
5 % (w/v) bovines Serumalbumin in TBS-T

5% (v/v) FBS
0,1 % (v/v) NP-40
in PBS

31



Bradfordlosung

Coomassie-Férbelosung

Coomassie-Entfarbelosung

Denaturierender Lysepuffer

DEPC-Wasser

DNA Ladepuffer (6x)

Férbelosung fiir die
SA-B-Gal-Féarbung

GST-Elutionspuffer

HBS (2x)

Kinase-Puffer

Materialien

8,5 % (v/v) Ortho-Phosphorsiure
4,75 % (v/v) Ethanol

0,01 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250
durch Papierfilter filtriert

25 % (v/v) Isopropanol
10 % (v/v) Essigsédure
0,05 % (w/v) Coomassie G250 Farbstoff

10 % (v/v) Essigsédure
20 % (v/v) Methanol

2% (v/v) SDS
20 mM EDTA
50 mM Tris, pH 8

0,1 % (v/v) DEPC in aqua bidest.
tiber Nacht bei 37 °C inkubiert, autoklaviert

40 % (w/v) Saccharose; pH 8,0
0,2 % (w/v) Bromphenolblau
0,2 % (w/v) Xylencyanol

10 mM EDTA

1 mM MgCl,

1 mg/ml X-Gal (in DMF)
0,12 mM KsFe(CN)g
0,12 mM K4Fe(CN)g

in PBS, pH 6,0

50 mM Tris-Hcel
10 mM reduziertes Glutathion
pH 8,0

280 mM NaCl
1,5 mM NazHPO4
50 mM HEPES

mit NaOH auf pH 7,05 eingestellt, sterilfiltriert

50 mM Tris, pH 7,4
10 mM MgCl,

I mM DTT

10 mM Na4P,04
100 mM NaF
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Kristallviolettlosung

Mowiolldsung

Neutralisations Puffer fur
genomische DNA (50x)

PBS

PI-FACS-Puffer

Puffer 1
(fiir die Aufreinigung von
Plasmid-DNA)

Puffer 2
(fiir die Aufreinigung von
Plasmid-DNA)

Puffer 3
(fiir die Aufreinigung von
Plasmid-DNA)

RIPA-Lysepuffer

Sammelgel 4 %

Materialien

2 mM Na3VO4

0,1 % (w/v) Kristallviolett
20 % (v/v) Ethanol

13,3 % (w/v) Mowiol 4-88
33,3 % (v/v) Glycerin
0,13 M Tris, pH 8,5

2 M Tris-HCI, pH 5,0

137 mM NaCl

2,7 mM KCl1

10,1 mM Na,HPO,
1,76 mM KH,PO,
autoklaviert

38 mM Natriumcitrat
54 uM Propidiumiodid
24 pg/ml Rnase A

50 mM Tris-HCI, pH 8,0
100 mM EDTA
100 ng/ml RnaseA

200 mM NaOH
1 % (w/v) SDS

3,1 M Kaliumacetat, pH 5,5

150 mM NacCl

1 % (v/v) NP-40
0,5 % (w/v) DOC
0,1 % (w/v) SDS
50 mM Tris

pH 7,5

4 % (v/v) Acrylamid/Bisacrylamid

125 mM Tris-HCI, pH 6,8
0,1 % (w/v) SDS

33



SDS-Laufpuffer

SDS-Probenpuffer (3x)

Stripping-Puffer

TAE (50x)

Tankblot-Puffer (10x)

TBS (20x)

TBS-T

TE

TNT Lysepuffer

Materialien

0,1 % (w/v) APS
0,1 % (v/v) TEMED

25 mM Tris-Base
250 mM Glycin
0,1 % SDS

187,5 mM Tris pH 6,8
30 % (v/v) Glycerin
0,03 % Bromphenolblau
2 M B-Mercaptoethanol

62,5 mM Tris pH 6,8
2 % (w/v) SDS
100 mM p-Mercaptoethanol

2 M Tris

5,7 % Essigsdure
50 mM EDTA
pH 8,0

1,9 M Glycin

250 mM Tris-Base
0,05 % SDS

pH 8,0

500 mM Tris Base
2,8 M NaCl
pH 7,4

0,2 % Tween-20
25 mM Tris

140 mM NacCl
pH 7,4

10 mM Tris
1 mM EDTA
pH 8,0

20 mM Tris-HCL, pH 8
250 mM NacCl
1 % (v/v) Triton X-100
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Trenngel 10 - 15 %

Trypsinldsung

Ubi-Lysepuffer

Materialien

10— 15 % (v/v) Acrylamid/Bisacrylamid
375 mM Tris-HCI, pH 8,8

0,1 % (w/v) SDS

0,1 % (w/v) APS

0,1 % (v/v) TEMED

0,25 % Trypsin

5 mM EDTA

22,3 mM Tris pH 7,4
125 mM NaCl

150 mM NacCl
25 mM Tris pH 7,4
5 mM MgCl,

4.8 Gebrauchsmaterialien

Gebrauchsmaterialien, wie z.B. Reaktionsgefide, -rohrchen und Zellkulturmaterial

wurden von den Firmen Applied Biosystems, Eppendorf, Greiner, Kimberley-Clark, Nunc,

Sarstedt und VWR International bezogen.

4.9 Gerate, Membranen und Filme

Blottingapparatur
Durchflusszytometer

Entwicklermaschine

Fluoreszenzmikroskop
Heizblock
Homogenisator
Mikroskop

PCR-Gerit

Photometer

Mini Wet Blot (biotech service blu)

BD FACS Canto II (BD Biosciences)

Protec Compact 35 (Medtec)

LAS-4000 (Fujifilm Global)

DMI 6000 B (Leica)

Dry Bath System (STARLAB)

IKA®T18 basic, Ultra-Turrax®

Axiovert 40CFL (Zeiss)

Mastercycler® pro S (Eppendorf)

Ultrospec™ 3100 pro UV/Visible (Amersham Biosciences)

Spektrofluorometer NanoDrop 3000 (Thermo Scientific)
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Materialien

PVDF Transfer Membran  Immobilon-P Transfer Membran (Millipore)

qRT-PCR Mx3000P (Stratagene)
Rontgenfilme Fuji Super RX (Fujifilm)
Schiittelinkubator Model G25 (New Brunswick Scientific)

SDS-PAGE-Apparatur Minigel (Bio-Rad)

Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad)

Sonifiziergerat W-250 D (Heinemann)

Spannungsquellen Power Pac (Bio-Rad)

Sterilwerkbank HeraSafe (Heraeus)

Universalschiittler SM-30 (Edmund Biihler GmbH)

UV-Tisch Maxi-UV-Leuchttisch (PEQLAB)

Wasserbad Julabo ED-5M Bad/Umwdélzthermostat (Julabo)
Whatman-Filterpapier Gel-Blotting Papier (Schleicher und Schuell)
Zellkulturinkubator BBD 6220 (Heraeus)

Zellzéhler CASY® Zellzdhler (Innovatis)

Zentrifugen Galaxy MiniStar (VWR International)

Eppendorf 5417 R (Eppendorf)
Eppendorf 542 (Eppendorf)
Multifuge 1S-R (Heraeus)

Avanti J-26 XP® (Beckman Coulter)
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5 Methoden

5.1 Molekularbiologische Methoden

5.1.1 Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA und

Plasmidamplifikation

Mittels Transformation kann temperaturabhéngig zirkuldre DNA in Bakterien eingebracht
werden, was mit der Vermehrung der Bakterien zur Amplifikation des entsprechenden
Plasmids fiihrt. Chemisch kompetente Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und mit 1 pg
Plasmid-DNA bzw. dem Ligationsansatz gemischt. Nach einer dreiligminiitigen
Inkubation auf Eis erfolgte ein Hitzeschock bei 42 °C fiir eine Minute. Der Ansatz
inkubierte 2 Minuten auf Eis und nach Zugabe von Antibiotikum-freiem LB-Medium
wurden die Bakterien 45 Minuten bei 37 °C geschiittelt. Die Bakteriensuspension wurde
dann entweder abzentrifugiert, in 100 pl Medium aufgenommen und auf einer
antibiotikahaltigen Agarplatte ausgestrichen oder direkt in 200 ml antibiotikahaltiges LB-
Medium {iiberfiihrt und tiber Nacht bei 37 °C zur Plasmidamplifikation kultiviert.

5.1.2 Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

Fiir die Isolation groerer Mengen eines Plasmids nach Amplifikation (Maxi-Prépararion)
wurde eine 200 ml-Ubernachtkultur gemiB den Angaben des Herstellers (JETSTAR 2.0
Plasmid Purification Maxi Kit, Genomed) verarbeitet. Das aufgereinigte Plasmid wurde in

aqua bidest. gelost, auf eine Konzentration von 1 pg/ul eingestellt und bei -20 °C gelagert.

Fir die Aufreinigung kleinerer Mengen Plasmid-DNA (Mini-Priparation) wurden eine
2 ml-Ubernachtkultur abzentrifugiert und das Bakterienpellet in 150 ul Puffer 1
resuspendiert. Nach einer flinfminiitigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden 150 ul
Puffer 2 zugegeben und nach einer weiteren dreiminiitigen Inkubation bei Raumtemperatur
wurden durch Zugabe von 150 ul Puffer 3 die Proteinbestandteile denaturiert. Zur DNA-
Fillung wurden die Proben abzentrifugiert (2.500 x g, 10 min, 4 °C) und der Uberstand mit
I ml 95 %igem Ethanol versetzt. Nach 15-miniitiger Inkubation auf Eis wurde die DNA
abzentrifugiert (18.000 x g, 10 min, 4 °C) und das Pellet in 50 ul aqua bidest. gelost.
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5.1.3 Isolierung von genomischer DNA aus Mausproben und Zellkulturzellen

Zur Isolierung genomischer DNA wurde Mausgewebe (z. B. 1 cm des Mausschwanzes, ein
Organstiick, ein Embryokopf) oder ein Zellpellet aus der Zellkultur mit 75 bis 150 ul
Basenpuffer (1x) fiir 30 Minuten bei 95 °C inkubiert und danach auf Eis abgekiihlt. Nach
Zugabe von 75 bis 150 ul Neutralisierungspuffer (1x) wurde der Ansatz gut vermischt und

bei 4 °C gelagert. Fiir die Genotypisierungs-PCR wurden 2 ul dieses Ansatzes eingesetzt.

5.1.4 Messung von Nukleinsiurekonzentrationen

Die Konzentration von DNA oder RNA in einer Losung wurde mit Hilfe des NanoDrop
1000 (PeqLab) bestimmt. Neben der Konzentration wurde vom Gerit auch die Reinheit der
gemessenen Nukleinsdure angegeben. Diese ermittelte sich aus dem Verhéltnis der
Absorption bei 280 nm (Absorptionsmaximum von Proteinen) zur Absorption bei 260 nm
(Absorptionsmaximum von Nukleinsduren). Der Quotient sollte fiir DNA bei ungefdhr 1,8

und bei RNA bei 2,0 liegen.

5.1.5 Sequenzspezifische Hydrolyse von DNA (Restriktion)

Die sequenzspezifische Hydrolyse von DNA  erfolgte mit Hilfe von
Restriktionsendonukleasen (Fermentas oder New England Biolabs) mit den vom Hersteller
angegebenen  Reaktionspuffern.  Bei  gleichzeitiger = Hydrolyse  mit  zwei
Restriktionsendonukleasen wurde der Reaktionspuffer genutzt, bei dem beide Enzyme eine
ausreichend hohe katalytische Aktivitit zeigten. Es wurde folgender Ansatz verwendet und

fiir zwei Stunden bei 37 °C inkubiert:

Restriktionsansatz: 1 ug DNA
0,5 pul Restriktionsendonuklease 1
0,5 pul Restriktionsendonuklease 2 (gegebenenfalls)
1 pl 10x Reaktionspuffer

ad 10 pl aqua bidest.
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5.1.6 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten

Um die GroBBe von DNA-Fragmenten nach einem Restriktionsverdau zu iiberpriifen oder
um DNA-Fragmente unterschiedlicher GroBe aufzutrennen, wurde je nach erwarteter
Fragmentgrofle eine Losung von 1 — 2 % (w/v) Agarose in TAE-Puffer aufgekocht, mit
0,3 ug/ml Ethidiumbromid versetzt und in einen Geltrager mit Gelkdmmen gegossen. Die
DNA-Proben wurden mit DNA-Ladepuffer gemischt und in die Geltaschen des
abgekiihlten Agarosegels pipettiert. Zum GroBenvergleich wurden 1,5 ul eines DNA-
GroBenstandard (1 kb DNA Ladder, Invitrogen) neben den Proben aufgetragen. Die
Auftrennung der DNA-Proben erfolgte fiir eine Stunde bei 120 V. Die aufgetrennten DNA-
Fragmente konnten durch den interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid auf einem

UV-Leuchttisch sichtbar gemacht werden.

5.1.7 DNA-Extraktion aus einem Agarosegel

Das gewlinschte DNA-Fragment wurde nach der gelelektrophoretischen Auftrennung mit
einem Skalpell aus dem Agarosegel herausgeschnitten. Die Gelextraktion erfolgte mit

Hilfe des Gel Extraction Kits (QIAGEN) entsprechend den Angaben des Herstellers.

5.1.8 Ligation von DNA-Fragmenten

Um doppelstringige DNA-Fragmente kovalent zu verkniipfen (Ligation) wurde ein
dreifacher molarer Uberschuss des Inserts verglichen mit der Menge an Plasmid-DNA
eingesetzt. Der Ligationsansatz wurde eine Stunde bei Raumtemperatur oder iiber Nacht

bei 16 °C inkubiert.

Ligationsansatz: 100 - 200 ng linearisiertes Plasmid
x ng DNA-Fragment (Insert)
1 ul T4 DNA-Ligasepuffer (Fermentas)
1 ul T4 DNA-Ligase (Fermentas)

ad 10 pl aqua bidest.
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5.1.9 Isolation von RNA

Zur Isolation von Gesamt-RNA wurde das TriFast Reagenz (peqLab) verwendet. Um RNA
aus einem Stiick Mausorgan zu isolieren wurde 1 ml TriFast Reagenz auf das Gewebe
gegeben und dieses zundchst mit Hilfe des Homogenisators zerkleinert. Ein Zellpellet aus
der Zellkultur wurde direkt in 1 ml TriFast resuspendiert. In beiden Féllen wurde nach
5 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur 200 pl Chloroform zugegeben und die Probe
griindlich gemischt (15 Sekunden vortexen) und nach weiteren 3 Minuten zentrifugiert
(18.000 x g, 10 min, 4 °C). Die obere, wissrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal3
gegeben und mit 500 pl Isopropanol versetzt. Zum Féllen wurde die Probe mindestens
15 Minuten auf Eis inkubiert und anschlieBend erneut zentrifugiert (18.000 x g, 10 min,
4 °C). Das RNA-Pellet wurde zweimal mit 75 % (v/v) Ethanol gewaschen, getrocknet und
in 20 ul DEPC-Wasser gelost. Nach Einfrieren bei -80 °C und anschlieBendem
Wiederauftauen wurde die RNA-Konzentration bestimmt und die RNA gegebenenfalls fiir
die cDNA-Synthese verwendet.

5.1.10 cDNA-Synthese

Um die Expression bestimmter mRNAs zu analysieren, wurden die in der Gesamt-RNA
enthaltenen mRNAs durch eine reverse Transkription mit Hilfe von Zufallshexanukleotid-
Primern und des Enzyms Reverse Transkriptase in komplementire DNA (cDNA)
umgeschrieben. 2 pg Gesamt-RNA wurden auf ein Volumen von 10 pl mit DEPC-Wasser
verdiinnt, eine Minute bei 65 °C inkubiert um Sekundirstrukturen aufzulosen und dann auf
Eis gestellt. Nach Zugabe des cDNA-Syntheseansatzes wurden die Proben fiir 10 Minuten
bei Raumtemperatur, fiir 50 Minuten bei 37 °C und fiir 15 Minuten bei 70 °C inkubiert.
Die cDNA wurde bei -20 °C gelagert.

cDNA-Syntheseansatz: 10 pl 5x First Strand Buffer (Invitrogen)
5ul DTT (0,1 M, Invitrogen)
5 ul dNTPs (2,5 mM, Roth)
2 ul Random-Primer p(dN)s (2 mg/ml)
0,2 ul RNAsin Plus (Promega)

40



Methoden

1 ul M-MLYV reverse Transkriptase (200 U/ul, Promega)

ad 40 ul DEPC-Wasser

5.1.11 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) dient der Amplifikation
von Nukleinsiduren und wurde fiir folgende Zwecke eingesetzt:

PCR zur Herstellung von Expressionsvektoren:

Zur Generierung von Expressionsvektoren wurde das Gen entweder aus einem bereits
vorhandenen Vektor oder ausgehend von cDNA amplifiziert. Somit konnten im Zuge der

PCR-Reaktion auch neue Restriktionsschnittstellen angefiigt werden.
PCR-Reaktionsansatz: 2,5 ul 10x Pfu Puffer (Strategene)

0,5 pl Pfu Polymerase (Stratagene)

50 ng Ausgangsplasmid / 1 ul cDNA

10 pmol Primer 1

10 pmol Primer 2

1 ul DMSO

1 ul dNTPs (2,5 mM)

ad 25 pl aqua bidest.

PCR-Temperaturprofil: 1 Zyklus 95 °C 5 Minuten
30 Zyklen 95 °C 30 Sekunden
60 °C 30 Sekunden

72 °C 3 Minuten

1 Zyklus 72 °C 5 Minuten
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Zielgerichtete Mutagenese-PCR:

Bei der zielgerichteten Mutagenese-PCR wurden die Primer so gewihlt, dass einzelne
Basen im Vergleich zur Wildtyp-DNA abgedndert waren. Dadurch konnten mit einer
PCR-Reaktion einzelne Basen in der Ziel-DNA ausgetauscht und somit die
Aminosduresequenz des kodierten Proteins verdndert werden. Nach der PCR-Reaktion
wurde der Ansatz mit dem Enzym Dpnl fiir eine Stunde bei 37 °C verdaut, um das
wildtypische, methylierte Ausgangsplasmid zu hydrolysieren. PCR-generierte DNA ist

nicht methyliert und wird somit durch Dpnl nicht geschnitten.
PCR-Reaktionsansatz: 2,5 ul 10x Pfu Puffer (Stratagene)

0,5 pl Turbo Pfu Polymerase (Stratagene)

50 ng Ausgangsplasmid

10 pmol Primer 1

10 pmol Primer 2

1 ul DMSO

0,5 ul dNTPs (2,5 mM)

ad 25 pl aqua bidest.

PCR-Temperaturprofil: 1 Zyklus 94 °C 3 Minuten
20 Zyklen 95 °C 30 Sekunden
66 °C 30 Sekunden
67 °C 5 - 10 Minuten

1 Zyklus 72 °C 3 Minuten

Quantitative Reverse Transkriptase-PCR (qQRT-PCR):

Zur quantitativen Bestimmung der Menge von bestimmten mRNAs wurde die durch die
Reverse Transkriptase (RT) synthetisierte cDNA in einer Echtzeit-PCR (real-time PCR)
amplifiziert. Dafiir wurde der PCR-Reaktionsansatz gemischt, in die Reaktionsgefif3e

vorgelegt und 1 ul der cDNA zugegeben.
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PCR-Reaktionsansatz: 5 ul SYBR Green Mix (Thermo Scientific)
1 pl Primer 1 (10 pmol/pl)
1 pl Primer 2 (10 pmol/pl)

12 pl Nuklease-freies Wasser

PCR-Temperaturprofil: 1 Zyklus 95 °C 15 Minuten
38 Zyklen 95 °C 30 Sekunden
60 °C 20 Sekunden
72 °C 15 Sekunden
1 Zyklus 95 °C 1 Minute
60 °C 30 Sekunden

95 °C 30 Sekunden

Die Quantifizierung der mRNA-Mengen erfolgte durch eine adaptive Grundlinie und einen
amplifikations-basierten Schwellenwert. Dabei erfolgte die Berechnung unter der
Annahme einer Amplifikationseffizienz von 1 mit Hilfe der relativen Cr-Methode
(Applied Biosystems User Bulletin #2). Das Gen B2M (Beta-2-Mikroglobulin) diente zur
Normalisierung. Die Messungen wurden in Triplikaten durchgefiihrt und die

Standardabweichung nach dem GaufB3schen Fehlerfortpflanzungsgesetz bestimmt.

5.2 Zellbiologische Methoden

Um Kontaminationen durch Pilze und Bakterien zu vermeiden, wurden Zellkulturarbeiten
ausschlieBlich an einer sterilen Werkbank durchgefiihrt. Die Zellen wurden in einem
Zellkulturinkubator (Begasungsbrutschrank) BBD 6220 von Heraeus bei 37 °C, 95 %
relativer Luftfeuchte und 5 % CO, kultiviert.
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5.2.1 Auftauen von Zellen

Die in einem Kryogefd3 tiefgefrorenen Zellen wurden bei 37 °C im Wasserbad schnell
aufgetaut und dann auf eine 10 cm-Zellkulturschale mit 10 ml Medium pipettiert.
Nachdem sich die Zellen abgesetzt hatten, wurde das Medium gewechselt, um das im

Einfriermedium enthaltene DMSO zu entfernen.

5.2.2 Passagieren von Zellen

Adhidrente Zellen wurden passagiert, bevor sie die Oberfliche der Zellkulturschale
vollstindig bedeckt hatten. Eine Ausnahme bildeten primdre murine embryonale
Fibroblasten (MEFs), die erst bei vollstindiger Bedeckung der Oberfliche passagiert
werden durften. Dazu wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und
I ml Trypsinlosung auf eine 10 cm-Zellkulturschale gegeben. Nach 5 Minuten bei 37 °C
waren die Zellen abgelost und die Aktivitit des Trypsins wurde durch Zugabe von 9 ml
Medium abgestoppt. Durch mehrmaliges auf- und abpipettieren wurden die Zellen
vereinzelt und die Zellzahl gegebenenfalls entweder in einer Neubauer-Zahlkammer oder
mit Hilfe des CASY-Zellzédhlers (Innovatis) bestimmt. Die Zahl der Zellen, die passagiert
oder fiir einen Versuch ausgeséit wurden, richtete sich nach der Grof3e der Zellen und der
Kulturschale, sowie der Proliferationsrate und der Dauer des Experiments. Es wurde
jedoch darauf geachtet, dass die Zellen bei Versuchsende noch keine 100 %ige Konfluenz

erreicht hatten.

Suspensionszellen wurden in Zellkulturflaschen kultiviert. Zum Passagieren wurden die
Zellen durch Auf- und Abpipettieren der Suspension vereinzelt, ein Teil davon in eine

frische Zellkulturflasche iiberfiihrt und mit frischem Zellkulturmedium aufgefiillt.

5.2.3 Einfrieren von Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen wie bereits beschrieben mit Trypsinlosung abgelost, in
Medium resuspendiert und pelletiert (5 min, 400 x g, 4 °C). Das Zellpellet wurde in 300 ul

Einfriermedium aufgenommen und in ein Kryogefdl {iberfiihrt. Mit Hilfe eines
MrFROSTY-GefaBBes wurden die Zellen im -80 °C-Gefrierschrank langsam abgekiilt und
langfristig in einem Tank mit fliissigem Stickstoff gelagert.
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5.2.4 Transfektion von Plasmid-DNA

Zur Transfektion von Plasmid-DNA in Sdugerzellen wurde je nach Zelllinie eine der
beiden hier beschriebenen Methoden gewihlt. Bei einer transienten Transfektion wurden
die Zellen 48 Stunden nach der Transfektion fiir die weitere Analyse verwendet. Zur
stabilen Transfektion wurde ein Plasmid mit einem Resistenzgen gegen ein Antibiotikum
verwendet. Die Zellen wurden 48 Stunden nach der Transfektion mit dem jeweiligen
Antibiotikum behandelt, sodass selektiv nur die Zellen {iiberleben, die das Plasmid
enthalten. Die Selektion der Zellen war abgeschlossen, wenn keine Zellen einer nicht

transfizierten Kontrollplatte mehr lebten.

5.2.4.1 Komplexierung von DNA mit Kalziumphosphat

Die Zellen wurden 24 Stunden vor der Transfektion auf 10 cm-Kulturschalen ausplattiert.
Zur Transfektion wurden pro Ansatz 500 ul einer DNA-Kalziumchlorid-Mischung
hergestellt. Diese wurde unter Vortexen langsam zu 500 pl 2x HBS getropft, wobei sich
die Kalziumphosphat-DNA-Komplexe ausbildeten. Das Transfektionsgemisch wurde
sofort gleichméBig auf die Zellen pipettiert. 12 - 16 Stunden nach der Transfektion wurden

die Zellen mit PBS gewaschen und mit frischem Medium versetzt.
DNA-Kalziumchlorid-Mischung 5 —20 pg Plasmid-DNA
50 ul CaCl, (2,5 M)

ad 500 pl aqua bidest.

5.2.4.2 Transfektion mit Polyethylenimin (PEI)

Als weitere Transfektionsmethode wurde auch Polyethylenimin verwendet. Die Zellen
wurden 24 Stunden vor der Transfektion auf 10 cm-Kulturschalen in Vollmedium
ausplattiert. 4 Stunden vor der Transfektion erfolgte ein Mediumwechsel zu
Transfektionsmedium (2 % FCS, ohne Antibiotika). Fiir die Transfektion wurden einerseits
10 pg DNA mit 300 ul PBS, andererseits 20 ul PEI (1 pg/ul) mit 300 pul PBS versetzt und
jeweils 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die beiden Losungen wurden gemischt
und fiir weitere 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Mischung wurde auf die
Zellen getropft und spétestens nach 4 Stunden wurden die Zellen mit PBS gewaschen und

mit frischem Vollmedium versetzt.
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5.2.5 Retrovirale Infektion von Siugerzellen

Die retrovirale Infektion bietet den Vorteil, dass die Plasmid-DNA in das Genom der
Zielzellen integriert und somit eine stabile Expression erreicht wird. Da hierzu das
Moloney Murine Leukaemia Virus (Mo-MuLV) verwendet wurde, das nur Maus- bzw.
Rattenzellen infizieren kann, mussten humane Zelllinien vor der Infektion mit dem

murinen ekotrophen Rezeptor transfiziert werden.

Rekombinante Retroviren wurden mit Hilfe der Verpackungszelllinie Phoenix-Eco (PHX)
hergestellt. Sie stammt von der humanen embryonalen Nierenzelllinie 293T (urspriinglich
HEK293) ab, die mit E1A und dem T-Antigen transformiert wurde (Kinsella and Nolan,
1996). Die PHX-Zellen exprimieren die viralen Genbereiche gag, env und pol unter

Verwendung einer Resistenz gegen Diphteria-Toxin und Hygromycin.

1 Million PHX-Zellen wurden pro 6 cm-Kulturschale ausplattiert. Nach 24 Stunden
erfolgte die Transfektion von 10 pg geeigneter retroviraler Expressionsvektoren (z. B.
pBabe). Die Zellen produzieren darauthin rekombinante Retroviren und geben sie in den
Zellkulturiiberstand ab. 12-16 Stunden nach der Transfektion erfolgte ein
Mediumwechsel. Der erste Virusiiberstand konnte 48 Stunden nach der Transfektion
abgenommen werden. Den PHX-Zellen wurde erneut frisches Medium zugegeben und
nach weiteren 24 Stunden der zweite Virusiiberstand abgenommen. Der Virusiiberstand
wurde {iber ein Spritze mit einem 45 um-Filteraufsatz in ein 15 ml-Reaktionsgefal3
tiberfithrt, um sicherzustellen, dass keine PHX-Zellen zu den zu infizierenden Zellen
gegeben werden. Wurde der Virusiiberstand nicht sofort verwendet, konnte er in fliissigem

Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert werden.

Fiir die Infektion von Zellen mit den rekombinanten Retroviren wurden diese 24 Stunden
vor der Infektion auf 6 cm-Kulturschalen ausplattiert. Ein 3 ml-Aliquot des
Virusiiberstands wurde gegebenenfalls im 37 °C-Wasserbad aufgetaut und mit 2 ml
frischem Vollmedium und 5 pl Polybren (Hexadimethrinbromid, Sigma, 4 pg/ul)
gemischt. Das Medium der Zellen wurde abgenommen und das Infektionsgemisch darauf
gegeben. Die Zellen wurden fiir 16 Stunden inkubiert, bevor 5 ml Vollmedium zugegeben
wurden. 48 Stunden nach der Infektion begann die Behandlung mit Antibiotika. Dabei
wurde der Zeitpunkt einer erfolgreich abgeschlossenen Selektion durch Vergleich mit einer

nicht infizierten Zellschale bestimmt.
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5.2.6 Behandlung von Zellen mit UVB-Strahlung

Um eine DNA-Schadensantwort auszulosen, wurden Zellen mit UVB-Licht bestrahlt.
Dafiir wurde das Medium abgesaugt und die Zellschale ohne Deckel fiir eine Minute unter
die UVB-Lampe gestellt (was einer Strahlendosis von ca. 500 J/m” entspricht). Danach
wurden die Zellen wieder mit Medium versetzt und zu den entsprechenden Zeitpunkten

nach der Bestrahlung geerntet.

5.2.7 Kumulative Wachstumskurve

Um das Wachstumsverhalten verschiedener Zelllinien zu vergleichen, wurden sie in
identischer Zellzahl (140.000) in Triplikaten auf 6 cm-Schalen ausplattiert. Die Zellen
wurden nun jeden zweiten Tag durch Trypsinisieren abgelost und mit dem CASY-
Zellzdhler die Anzahl der lebenden Zellen bestimmt. AnschlieBend wurde jeweils wieder
die urspriingliche, identische Zellzahl (140.000) ausplattiert. Auf diese Weise wurde
sichergestellt, dass die Zellen immer in einer gleichméfBigen Dichte wachsen und nicht
zum Ende der Wachstumskurve durch zu hohe Dichte arretieren. Aus den Werten wurde
dann jeweils die Wachstumsrate (fold increase in cell number, R = X/140.000, wobei X die
gezéhlte Anzahl lebender Zellen ist) und die kumulative Zellzahl (Y) bei jeder Passage (p)
berechnet (Y ) = Yp-1y X R) und als Kurve dargestellt.

5.2.8 Propidiumiodid-Durchflusszytometrie (PI-FACS)

Die Durchflusszytometrie (fluorescence-activated cell sorting, FACS) basiert auf der
Laser-vermittelten Anregung fluoreszierender Farbstoffe und der Messung der
Farbstoffintensitét einzelner Zellen. Zur Zellzyklusanalyse eignet sich die Bestimmung des
DNA-Gehalts der Zellen mit Hilfe eines interkalierenden, fluoreszierenden Farbstoffs, wie
z. B. Propidiumiodid (PI). Der DNA-Gehalt ermoglicht hierbei eine Unterscheidung der
Zellzyklusphasen G1/GO (DNA-Gehalt 2N), S (>2N, <4N) und G2/M (4N). Dariiber
hinaus konnen polyploide Zellen (>4N) sowie apoptotische Zellen (subGl, <2N)

identifiziert werden.

Um bereits abgeldste, apoptotische Zellen in die Messung mit einzubeziehen, wurde das
Medium in ein 15 ml-Probenrdhrchen iiberfiihrt. Die adhédrenten Zellen wurden mit PBS

gewaschen und durch Trypsinlosung abgelost, im Zellkulturiiberstand resuspendiert und
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zentrifugiert (400 x g; 5Smin; 4 °C). Das Zellpellet wurde mit 10 ml kaltem PBS
gewaschen und erneut zentrifugiert. Die Zellen wurden dann in 1 ml kaltem PBS
aufgenommen und tropfenweise unter Vortexen in ein 15 ml-Polystyrol-Probenrdhrchen
mit 4 ml kaltem Ethanol abs. gegeben. Die ethanolfixierten Zellen wurden {iber Nacht

(oder langer) bei -20 °C gelagert.

Am Tag der FACS-Messung wurden die Zellen zentrifugiert (400 x g; 5 min; 4 °C), mit
kaltem PBS gewaschen und resuspendiert. Nach einer weiteren Zentrifugation wurde das
Zellpellet in 500 ul PBS aufgenommen und 1 ul RNase A und 15 ul Propidiumiodidlésung
dazugegeben. Nach griindlicher Durchmischung wurden die Proben fiir eine Stunde im
Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Uberfiihrung in FACS-Rohrchen wurden die
Proben am Durchflusszytometer (BD FACSCanto II) bei 488 nm Anregungswellenlédnge
und mit einem 556 nm Langpass- und einem 585/42 nm Bandpassfilter fiir Propidiumiodid
(Emission 617 nm) gemessen. Ein Ausschluss von Zellaggregaten erfolgte durch
Ausgrenzen hoher Signalweite bei der Auswertung. Zur Analyse der Zellzyklusverteilung

wurde das Programm BD FACSDiva 6.1.2 verwendet.

5.2.9 Kristallviolettfiirbung

Bei Kristallviolett handelt es sich um einen violetten Triphenylmethanfarbstoff, der zur
Farbung von Zellen auf Kulturschalen verwendet wird. Dadurch kann die Zelldichte
bestimmt und anschlieBend quantifiziert werden. Dafiir wurden die Zellen mit PBS
gewaschen, die verbleibende Fliissigkeit griindlich entfernt und der Boden der
Kulturschalen mit Kristallviolettlosung bedeckt. Nach einer Stunde wurde der
iiberschiissige Farbstoff mit Wasser abgewaschen und die gefarbten Kulturschalen fiir

einige Stunden getrocknet.

5.2.10 Farbung von seneszenten Zellen (saure f-Galaktosidase)

In seneszenten Zellen akkumuliert das Enzym B-Galaktosidase, welches die Hydrolyse von

B-Galaktosiden in Monosaccharide katalysiert. Dieses Phdnomen nutzt man in der

seneszenz-assoziierten P-Gal-Farbung aus, indem X-Gal als chromogenes Substrat zur

Verfiigung gestellt wird, das nach Spaltung durch die f-Galaktosidase eine blaue Farbung

erzeugt. Nach Absaugen des Mediums wurden die Zellen in PBS gewaschen und durch

eine 0,5 %ige Glutardialdehydlosung (in PBS, pH 7,2) fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur
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fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen in 1 mM MgCl, (in PBS, pH 7,2) gewaschen und
mit der Firbelosung bei 37 °C inkubiert, bis eine Blaufirbung eintrat. Zum Abstoppen der
Reaktion wurden die Zellen mit PBS gewaschen und unter einer Stereolupe ausgewertet

und fotografiert.

5.3 Proteinbiochemische Methoden

5.3.1 Bakterielle Expression und Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

Das zu exprimierende Protein wurde als GST-Fusionsprotein in den pGEX4T3 Vektor
kloniert, der eine bakterielle Expression in Escherichia coli des Stammes BL21
ermdglicht. Eine klonale Ubernachtkultur von 12,5 ml wurde am darauf folgenden Tag
1:20 verdiinnt und fiir etwa 3 Stunden bei 25 °C schiittelnd kultiviert. Bei einer optischen
Dichte, d. h. einer Absorption im Spektralphotometer bei 600 nm, von 0,5 bis 2 wurde die
bakterielle Expression durch Zugabe von 1 mM Isopropyl-f-D-thiogalactopyranosid
(IPTG) fiir 4 Stunden bei 25 °C induziert. Die Bakterien wurden anschlieBend pelletiert
(7.700 x g, 10 min, 4 °C) und zur Aufreinigung in eiskaltem PBS resuspendiert. Um eine
Proteindegradation zu verhindern, wurde dem PBS und allen weiteren Puffern
Proteaseinhibitoren zugesetzt und auf Eis gearbeitet. Die Bakteriensuspension wurde mit
Hilfe eines Ultraschallgerites sonifiziert (90 x 0,5 Sekunden, jeweils 0,5 Sekunden Pause,
30 % Amplitude), um die Bakterienwédnde mechanisch zu zerstdren. Dieser Suspension
wurde Triton X-100 in der Endkonzentration von 1 % zugesetzt und 30 Minuten bei 4 °C
gemischt. Die Proteinsuspension wurde durch Zentrifugation (10.000 x g, 10 min, 4 °C)
von unldslichen Fragmenten und Bakterienbestandteilen getrennt und der Idsliche

Uberstand zur weiteren Aufreinigung verwendet.

Fiir die Aufreinigung des GST-Fusionsproteins wurden Glutathion-Sepharose-Beads (GE
Healthcare) verwendet. Diese mussten zundchst durch dreifaches Waschen mit kaltem PBS
von Ethanolriickstdnden befreit werden (dazwischen Zentrifugation: 500 x g, 5 min, 4 °C).
Die Beads wurden anschlieBend dem Bakteriensonikat zugegeben und 30 Minuten bei
Raumtemperatur rotierend gemischt. Bei diesem Schritt erfolgte die Bindung der GST-
Fusionsproteine an die Glutathion-Sepharose-Beads. Die Beads wurden sedimentiert
(500 x g, 5 min, 4 °C) und dreimal mit kaltem PBS gewaschen. Die GST-Fusionsproteine

wurden in GST-Elutionspuffer fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur unter Rotieren eluiert.
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Das Gemisch wurde zentrifugiert (500 x g, 5 min, Raumtemperatur) und die Elution
zweimal wiederholt. Alle drei Eluate wurden gemischt und die Qualitit sowie Quantitét

mittels SDS-PAGE (Abschnitt 5.3.4) und Coomassie-Farbung (Abschnitt 5.3.5) bestimmt.

5.3.2 Herstellung von Gesamtzellproteinlysaten

Fiir die Proteinisolation wurde das Medium von der Zellkulturschale entfernt, die Zellen
mit kaltem PBS gewaschen und anschliefend in 1 ml PBS abgeschabt. Die Zellen wurden
pelletiert (400 x g, 5 min, 4 °C), in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur
weiteren Aufarbeitung bei -80 °C gelagert. Zur weiteren Verarbeitung wurde das Zellpellet
auf Eis aufgetaut und anschlieBend in kaltem RIPA-Lysepuffer resuspendiert. Dem
Lysepuffer wurden Proteaseinhibitoren (Sigma) und bei Analyse von Phosphorylierung
aullerdem Phosphataseinhibitoren (Sigma) zugesetzt. Nach 15-miniitiger Inkubation auf
Eis wurden die Proben griindlich gemischt, weitere 15 Minuten auf Eis inkubiert und
anschlieBend zentrifugiert (18.000 x g, 10 min, 4 °C). Der Uberstand wurde in ein neues
Gefdl iberfiihrt, die Proteinkonzentration bestimmt (Abschnitt 5.3.3) und direkt fiir die

weitere Analyse eingesetzt oder bei -80 °C gelagert.

5.3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Messung der Proteinkonzentration wurde die Methode nach Bradford verwendet
(Bradford, 1976). In einer Halbmikrokiivette wurden 100 ul einer 150 mM NaCl-Losung
vorgelegt, 1 pul der Probe hinzupipettiert und der Ansatz nach Zugabe von 900 ul
Bradfordlosung gut gemischt. Nach einer fiinfminiitigen Inkubation erfolgte die
Absorptionsmessung bei 595 nm nach Abgleich mit einem Ansatz mit 1 pl des reinen
Lysepuffers. Die erhaltenen Werte wurden mit einer Eichgerade verglichen und so die

Proteinkonzentration berechnet.

5.3.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteingemischen wurde die sogenannte diskontinuierliche SDS-
Polyacrylamid-Gelektrophorese (SDS-PAGE) verwendet (Laemmli, 1970). Dazu wurden
10 bis 40 pg Proteinlysat (Abschnitt 5.3.2) oder das Eluat einer Immunprizipitation
eingesetzt. Proteinlysate wurden zunichst mit Lysepuffer auf ein einheitliches Volumen

aufgefiillt und mit der Hélfte ihres Volumens an 3xSDS-Probenpuffer gemischt. Die
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Proben wurden 5 Minuten bei 95 °C inkubiert, abzentrifugiert und in die Geltaschen eines
SDS-Polyacrylamid-Gels gefiillt. Das Gel bestand aus einem 10 bis 15 %igem Trenngel
und einem 4 %igen Sammelgel. Zum GroBenvergleich wurden 3 pl eines GroBenstandards
(PageRuler Pre-Stained Protein Ladder, Fermentas) aufgetragen. Die Proteinproben
wurden in der SDS-PAGE-Apparatur (Bio-Rad) mit SDS-Laufpuffer fiir 30 Minuten bei
80 V und anschlieBend etwa 90 Minuten bei 120 V aufgetrennt.

5.3.5 Nachweis von Proteinen im Polyacrylamid-Gel durch Coomassie-

Farbung

Zur Qualitédts- und Quantitatspriifung von GST-Fusionsproteinen nach einer bakteriellen
Expression oder zum Vergleich eingesetzter Substratmengen fiir einen Kinase Assay
wurde das Polyacrylamid-Gel in die Coomassie-Féarbelosung gegeben und fiir mindestens
2 Stunden bei Raumtemperatur geschwenkt. Um den tiiberschiissigen Farbstoff wieder zu
entfernen, wurde das Gel mehrmals mit frischer Entfarbeldsung inkubiert und anschlieBend

zur langerfristigen Aufbewahrung getrocknet.

5.3.6 Western Blot

Die Auftrennung der Proteine erfolgte durch SDS-PAGE (Abschnitt 5.3.4). Anschliefend
wurden die Proteine durch das Tank-Blot-Verfahren auf eine PVDF-Membran transferiert
und dort immobilisiert. Die auf die GroBe des Gels zugeschnittene Membran wurde eine
Minute in Methanol und 2 Minuten in aqua bidest. inkubiert und dann mit dem Gel in
Tankblot-Puffer dquilibriert. Das Gel wurde auf die Membran gelegt und beides zwischen
Whatman-Filterpapieren in einer Mini-Nassblot-Apparaur (Harnischmacher) eingespannt.
Der Proteintransfer erfolgte bei 250 mA fiir 3 Stunden. Nach dem Transfer wurde die
Membran fiir mindestens 30 Minuten in Blockierungslosung (5 % Magermilchpulver (w/v)
in TBS-T) geschwenkt. Die Membran wurde in einer entsprechenden Verdiinnung des
Primérantikdrpers in Blockierlosung iiber Nacht bei 4 °C rotierend inkubiert. Nur bei
phosphospezifischen Antikérpern wurde anstelle von Magermilch 5 % (w/v) bovines
Serumalbumin in TBS-T verwendet. Die Membran wurde fiir dreimal 10 Minuten in
TBS-T gewaschen, mit Sekundirantikorper (1:5000 in Blockierungslosung) fiir 3 Stunden
bei 4 °C oder eine Stunde bei Raumtemperatur rotierend inkubiert und erneut dreimal mit

TBS-T gewaschen. Die Detektion der Proteine wurde durch Chemilumineszenz mit dem
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ECL+ Western Blot System (Amersham) nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.
Es wurden entweder Rontgenfilme exponiert oder die Chemilumineszenz mit Hilfe des

LAS-4000 (Fujifilm Global) visualisiert.

Eine Quantifizierung der Western Blot-Ergebnisse erfolgte mittels des Programms Imagel

oder mit Hilfe der Software MultiGauge (Fujifilm Global).

5.3.7 Strippen von PVYDF-Membranen

Um gebundene Antikérper wieder von einer PVDF-Membran zu entfernen, damit ein
anderes Protein detektiet werden kann, wurde die trockene Membran kurz in Methanol
geschwenkt, fiir 5 Minuten in aqua bidest. gewaschen und dann fiir 30 Minuten im 60 °C-
Wasserbad in Stripping-Puffer inkubiert. Danach wurde die Membran dreimal mit TBS-T
gewaschen und erneut in Blockierlosung inkubiert. Die Antikorperinkubation

und -detektion erfolgte wie in Abschnitt 5.3.6 beschrieben.

5.3.8 Bestimmung der Proteinhalbwertszeit

Um die Halbwertszeit eines Proteins zu bestimmen, wurden die Zellen mit 100 pg/ml
Cycloheximid inkubiert und in regelméBigen Zeitabstéinden fiir die Proteinextraktion mit

anschlieendem Western Blot geerntet.

5.3.9 Radioaktive Analyse der Kinaseaktivitit in vitro

Die Bestimmung der Kinaseaktivitdt wurde in vitro mit rekombinanter aktiver Kinase
(Aktl, Upstate) und GST-gekoppeltem Substrat durchgefiihrt. Als Positivkontrolle diente
GST-FoxO3a-Gesamtlinge und GST-FoxO3a 1-915. Diese und die GST-Fbw7o-
Varianten (Wildtyp und S227A-Mutante) wurden, wie in Abschnitt 5.3.1 beschrieben,
bakteriell exprimiert und mittels GST-Beads aufgereinigt. Die unten stehenden Reagenzien
wurden in einem Reaktionsgefdl gemischt und anschlieBend bei 30 °C fiir 30 Minuten

inkubiert.

Reaktionsansatz: 100 ng aktive Kinase

1 pg Substrat
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10 pCi **P-y-ATP
50 uM ATP
ad 25 pl Kinase-Puffer

(mit Protease- und Phosphataseinhibitoren)

AnschlieBend wurden 10 pl 3x SDS-Probenpuffer zugegeben, die Proben 5 Minuten bei
95 °C inkubiert und mittels SDS-PAGE (Abschnitt 5.3.4) aufgetrennt. Das Gel wurde
getrocknet und die Phosphorylierung des Substrats durch Autoradiografie detektiert. Dazu

wurde ein Rontgenfilm fiir 2 bis 24 Stunden bei -80 °C exponiert.

5.3.10 Immunprizipitation

Zur Aufreinigung von Proteinen und zum Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen
wurde eine Immunprizipitation (IP) durchgefiihrt. Dabei wird das Protein mit Hilfe eines
Antikorpers iiber Sepharose-Beads isoliert. Die Zellen wurden dafiir in TNT-Lysepuffer
(mit Protease- und Phosphataseinhibitoren) lysiert (Abschnitt 5.3.2) und ein Teil des
Lysates als Input abgenommen. Zum Lysat wurden in Lysepuffer gewaschene Protein A
oder G Sepharose-Beads und der entsprechende Antikorper gegeben und fiir 3 Stunden
rotierend bei 4 °C inkubiert. Die Proben wurden zentrifugiert, der Uberstand verworfen
und die Beads dreimal mit Lysepuffer gewaschen. Danach wurden die Beads in SDS-
Probenpuffer resuspendiert. Durch ein fiinfminiitiges Aufkochen bei 95 °C wurden die
prézipitierten Proteine von den Beads geldst, durch eine SDS-PAGE (Abschnitt 5.3.4) der

GroBe nach aufgetrennt und im Western Blot detektiert.

5.3.11 Denaturierende Immunprizipitation

Bei der denaturierenden Immunprézipitation sind die Bedingungen so gewihlt, dass keine
Protein-Protein-Interaktionen mehr moglich sind, sodass aufler dem Protein, gegen das der
verwendete Antikorper gerichtet ist, keine weiteren Proteine koprézipitiert werden. Dafiir
wird das Zellpellet in gleichen Volumina PBS und denaturierendem Lysepuffer
resuspendiert und fiir 5 Minuten bei 95 °C aufgekocht. Danach wird die Zellsuspension
durch Zugabe von TNT-Lysepuffer 10-fach verdiinnt und abzentrifugiert. Der Uberstand

wird dann fiir die Immunprizipitation verwendet (Abschnitt 5.3.10).
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5.3.12 In vivo Ubiquitinierungsuntersuchung

Zum Nachweis der Ubiquitinierung in vivo wurden die Zellen zundchst mit den
entsprechenden Expressionsplasmiden transfiziert (Hise-Ubiquitin, FLAG-Fbw7 als
E3-Ligase und Myc oder Zyklin E als Substrat). 48 Stunden nach der Transfektion wurden
die Zellen fiir 5 Minuten mit 1 mM NEM (N-Ethylmaleimid) behandelt, um
Cysteinproteasen zu hemmen. Die meisten deubiquitinierenden Enzyme sind
Cysteinproteasen, somit kann die Deubiquitinierung verhindert werden. Die Zellen wurden
geerntet und lysiert, ein Teil des Lysats als Input abgenommen und die mit Hisg-markierten
Proteine durch Nickel-NTA-Beads aufgereinigt. Die ubiquitinierten Proteine konnten dann

im Western Blot nachgewiesen werden.

5.3.13 Indirekte Immunfluoreszenz

Um die subzelluldre Lokalisation bestimmter Proteine mittels indirekter Immunfluoreszenz
zu untersuchen, wurden die Zellen auf Glasdeckgldschen kultiviert. Nachdem sich die
Zellen abgesetzt hatten, wurde das Medium entfernt und die Zellen mit PBS gewaschen.
Durch eine 4 %ige Paraformaldehydlosung wurden die Zellen fiir 15 Minuten bei
Raumtemperatur fixiert und zweimal mit PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen fiir
zweimal 10 Minuten in 0,1 M Glycin in PBS und fiir 5 Minuten in 0,1 % NP40 in PBS
inkubiert. Anschliefend wurden die Deckglidschen in eine feuchte Kammer iiberfiihrt, fiir
45 Minuten in Blockierldsung und fiir 1,5 Stunden in einer entsprechenden Verdiinnung
des Primérantikorpers in Blockierlosung inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit
Blockierlosung erfolgte die Féarbung mit dem fluoreszenzmarkierten (Alexa488)
Sekundérantikdrper (1:400 in Blockierlosung) und parallel die DNA-Férbung mit Hoechst
(1:10.000 in Blockierlosung) fiir eine Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln. Danach
wurden die Zellen erneut dreimal mit 0,1 % NP40 in PBS und jeweils einmal mit PBS
bzw. aqua bidest. gewaschen. Zum Eindecken der Proben wurde ein kleiner Tropfen
Mowiol auf einen Objekttriger gegeben und die Deckgldschen kopfiiber luftblasenfrei
aufgelegt. Zum Abdichten der Deckgldschen wurden die Rénder mit klarem Nagellack
versiegelt. Die Objekttriager wurden bei 4 °C im Dunkeln gelagert.
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5.4  Tierexperimentelle Methoden

5.4.1 Zucht von Mausen

Die Maushaltung erfolgte bei einer Raumtemperatur von 20 °C in einem kiinstlichen Hell-
Dunkel-Rhythmus von je 12 Stunden. Ab einem Alter von 6 Wochen konnten Ménnchen
und Weibchen verpaart werden. Die Nachkommen wurden im Alter von drei bis vier
Wochen durch eine Ohrmarke gekennzeichnet und iiber ein Stiick Schwanzgewebe
genotypisiert. In diesem Alter wurden die Tiere auch von ihren Eltern getrennt und nach

Geschlecht in separate Kéfige aufgeteilt.

5.4.2 Entnahme von Mausembryonen und Isolierung von murinen

embryonalen Fibroblasten (MEFs)

Fiir die Gewinnung von MEFs wurden Embryonen am Entwicklungstag 13,5 verwendet.
Das schwangere Weibchen wurde mit Isofluran, einem Inhalationsanésthetikum (Baxter),
betdubt und durch zervikale Dislokation getdtet. Nach einer duBerlichen Desinfektion mit
70 %igem Ethanol wurde der Bauchraum geo6ffnet, der Uterus herausprépariert und in eine
mit PBS gefiillte Petrischale gelegt. Alle weiteren Schritte wurden unter einer sterilen
Zellkulturwerkbank durchgefiihrt. Der Uterus wurde vorsichtig gedffnet und ein Emryo
nach dem anderen herausgenommen und weiterverarbeitet. Mit Hilfe eines Skalpells wurde
der Kopf des Embryos abgetrennt, in ein 1,5 ml-Reaktionsgefdl} iiberfiihrt, in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bis zur Genotypisierung bei -80 °C gelagert. Die roten,
blutbildenden Organe aus dem Bauchraum des Embryos wurden mit einer Pinzette
entfernt. Der Rest des Embryos wurde in einer frischen, trockenen Petrischale in sehr
kleine Stiicke geschnitten, in PBS aufgenommen und in ein 50 ml-Reaktionsgefdl3
iiberfithrt. Nachdem sich die Gewebestiicke abgesetzt hatten, wurde das PBS vorsichtig
abgesaugt und nochmals frisches PBS dazugegeben und wiederum nach Absetzen der
Gewebestiicke vorsichtig entfernt. Danach wurden die Stiicke fiir 30 Minuten bei 37 °C
mit 1 ml Trypsinlosung inkubiert. Wéhrend dieser Zeit wurden die Reaktionsgefile
mehrmals leicht geschiittelt, um die Suspension zu durchmischen. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 9 ml MEF-Medium abgestoppt, die Zellen durch mehrmaliges Auf- und

Abpipettieren vereinzelt und auf eine 10 cm-Schale iiberfiihrt. Nach 24 Stunden konnten
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die Zellen jeder 10 cm-Schale auf eine 15cm-Schale expandiert werden und nach

Erreichen der Konfluenz gegebenenfalls eingefroren werden.

5.4.3 Intraperitoneale Injektion von Miiusen

Zur Aktivierung der Cre-Rekombinase bei Rosa26-CreER"*-Miusen wurde ca. 8 Wochen
alten Tieren an drei aufeinanderfolgenden Tagen jeweils 1 mg Tamoxifen (geldst in

Erdnussol, beides Sigma) intraperitoneal injiziert.

5.4.4 Organentnahme bei Miusen

Zur Entnahme von Organen wurde die Maus mit Isofluoran anésthesiert und durch
zervikale Dislokation getdtet. Nach einer duflerlichen Desinfektion mit 70 %igem Ethanol
wurde der Bauchraum sowie der Brustkorb mit einer Schere gedffnet. Die entnommenen
Organe wurden zunichst in eine Petrischale mit kaltem PBS gelegt und in Stiicke

zerschnitten. Diese wurden entsprechend ihrem Verwendungszweck weiterverarbeitet.

5.4.5 Isolierung von B-Zellen

Um B-Zellen aus entnommenen B-Zell-Lymphomen (Lymphknoten oder Milz) zu
isolieren, wurde das entsprechende Gewebe zundchst mit einem Skalpell zerkleinert und
mit der Riickseite eines Spritzenstempels durch ein Zellsieb (Porengrofe 70 uM, BD
Bioscience) in eine Petrischale mit PBS gedriickt um das Gewebe mechanisch zu
homogenisieren. Die Zellsuspension wurde durch ein frisches Zellsieb in ein 50 ml
Reaktionsgefdl pipettiert. Nach einer fiinfminiitigen Zentrifugation (400 x g) wurde das
Pellet in 10 ml ACK-Lysepuffer resuspendiert, um die im Gewebe enthaltenen
Erythrozyten zu entfernen. Nach drei Minuten wurde die Reaktion durch Zugabe von
40 ml PBS abgestoppt und die Zellen erneut fiir fiinf Minuten bei 400 x g zentrifugiert.
Nach Entfernen des Uberstandes konnten die Zellen ihrem Verwendungszweck zugefiihrt

werden (Inkulturnahme, Protein, RNA, genomische DNA, Durchflusszytometrie).
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6 Ergebnisse

6.1 Die Regulation von Fbw7 durch PI3K-abhingige Phosphorylierung

6.1.1 Serin 227 in Fbw7 wird PI3K-abhiingig phosphoryliert

Ziel dieses Projektes war es herauszufinden, ob es neben der Phosphorylierung der Fbw7-
Substratproteine weitere Mechanismen gibt, die den Abbau von Fbw7-Substraten
regulieren. Dazu wurde die Aminosduresequenz von Fbw7 mit Hilfe des bioinformatischen
Programms Scansite (http://scansite.mit.edu/) untersucht. Dieses Programm sucht in
Proteinsequenzen nach Zielmotiven fiir bestimmte Proteinkinasen. In Fbw7 wurde die
Aminosduresequenz um Serin 227 als Konsensussequenz fiir die Akt/PKB-Kinase
angegeben. Serin 227 befindet sich drei Aminosduren amino-terminal vor der
Dimerisierungsdoméne. Diese Region kommt in allen drei Fbw7-Isoformen vor und ist

evolutionidr vom Zebrafisch bis zum Menschen konserviert (Abb. 6A).

Zuerst sollte tiberpriift werden, ob Serin 227 in Fbw7 in vivo phosphoryliert wird. Dafiir
wurde FLAG-Fbw7 in HeLa-Zellen transient {iberexprimiert und eine Immunprézipitation
mit FLAG-Antikorper durchgefiihrt. Im Western Blot wurde neben dem FLAG-Antikoérper
mit dem die Effizienz der Immunprézipitation iiberpriift wurde, auch ein phospho-Akt-
Substrat-Antikorper verwendet. Dieser erkennt ein Serin oder Threonin in der Akt-
Konsensussequenz (RxRxxS/T) nur in der phosphorylierten Form. Mit diesem Antikérper
konnte gezeigt werden, dass Wildtyp-Fbw7 eine phosphorylierte Akt-Konsensussequenz
enthdlt. Auflerdem wurde eine ebenfalls FLAG-markierte Punktmutante von Fbw7
verwendet, in der Serin 227 zu einem nicht-phosphorylierbaren Alanin mutiert wurde
(S227A). In Zellen, die diese Punktmutante exprimieren, konnte kein phospho-Akt-
Substrat-Signal nachgewiesen werden, woraus geschlossen werden kann, dass Serin 227 in
Fbw?7 in vivo phosphoryliert wird (Abb. 6B). Die Zelllyse erfolgte in diesen Experimenten
unter denaturierenden Bedingungen, sodass sichergestellt ist, dass das phospho-Akt-
Substrat-Signal wirklich von Fbw7 und nicht von einem interagierenden, koprézipitierten
Protein hervorgerufen wird. Zur Kontrolle wurde dieses Experiment auch mit einer

S182A-Mutante von Fbw7 durchgefiihrt. Dieses Serin liegt nicht in einer optimalen
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Konsensussequenz flir Akt und die Mutation hatte keinen Einfluss auf das phospho-Akt-

Substrat-Signal (Daten nicht gezeigt).

Bestitigt wurde das Ergebnis durch ein Experiment mit umgekehrter Antikorper-
Verwendung (Immunprizipitation mit dem phospho-Akt-Substrat-Antikdrper und Western
Blot mit dem FLAG-Antikorper). Auch hier konnte ein Signal fiir Wildtyp-Fbw7 detektiert
werden, jedoch nicht mit der S227A-Mutante (Abb. 6C, Spur 1 und 3).

Die Sequenz um Serin 227 entspricht nicht nur der Konsensussequenz fiir die Akt/PKB-
Kinase, sondern auch fiir die anderen Serin/Threonin-Kinasen der AGC-Familie (benannt
nach den Proteinkinase-Familien A, G und C, deren katalytische Kinasedominen eine hohe
Sequenzhomologie aufweisen) (zusammengefasst in (Pearce et al., 2010)). Allen diesen
Kinasen ist gemeinsam, dass sie von PI3K aktiviert werden. Aus diesem Grund wurde
untersucht, ob die Hemmung von PI3K die Phosphorylierung von Fbw7 an Serin 227
blockieren kann. Dafiir wurden HeLa-Zellen, die Fbw7-Wildtyp oder die S227A-Mutante
transient liberexprimieren, mit LY290024 oder BEZ235 behandelt. Bei diesen Substanzen
handelt es sich um gut charakterisierte Inhibitoren der PI3-Kinase (Maira et al., 2008;
Vlahos et al., 1994). Eine vierstiindige Behandlung mit jedem der beiden Inhibitoren fiihrte
zu einer Reduktion der Phosphorylierung, wihrend eine 24-stiindige Behandlung die
Phosphorylierung komplett hemmen konnte (Abb. 6C, Spur 2 und 4, Abb. 6D). Somit
konnte gezeigt werden, dass Signalwege unterhalb der PI3-Kinase fiir die

Phosphorylierung von Serin 227 in Fbw7 essentiell sind.
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Abb. 6: Fbw7 wird PI3K-abhiingig an Serin 227 phosphoryliert'
(A) Fbw7 enthdlt eine Akt-Konsensussequenz. Oben: Schematische Darstellung der Lokalisierung von
Serin 227 im humanen Fbw7a relativ zu anderen funktionalen Doménen. Unten: Der Vergleich der

! diese Abbildung wurde in dhnlicher Form ver6ffentlicht in Schiilein, C., and Eilers, M.,
Popov, N. (2011). PI3K-dependent phosphorylation of Fbw7 modulates substrate
degradation and activity. FEBS Lett 585, 2151-2157.
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Akt-Konsensussequenz mit dem Ser 227-Motiv in der Fbw7-Sequenz verschiedener Spezies zeigt die
evolutiondre Konservierung dieses Bereichs. (H.s.: Homo sapiens, M.m.: Mus musculus, B.t.: Bos
taurus, X.1.: Xenopus laevis, D.r.: Danio rerio)

(B) Fbw?7 ist ein phosphoryliertes Akt-Substrat. HeLa-Zellen wurden mit FLAG-Fbw7 transfiziert (WT:
Wildtyp, A: S227A). Die Zellen wurden unter denaturierenden Bedingungen lysiert und eine
Immunprézipitation mit FLAG-Antikorper duchgefiihrt. Die Prazipitate wurden im Western Blot mit
FLAG- und phospho-Akt-Substrat-Antikdrper (pAktS) analysiert.

(C) Die Phosphorylierung von Ser 227 in Fbw7 ist abhidngig vom PI3K-Signalweg. Das Experiment wurde
durchgefiihrt wie in 6B; vor der Lyse wurden die Zellen fiir vier Stunden mit 50 uM LY290024
behandelt. Die Immunprézipitation wurde mit dem phospho-Akt-Substrat-Antikorper durchgefiihrt, der
Western Blot mit FLAG-Antikdrper.

(D) Das Experiment wurde durchgefiihrt wie in 6B und C; vor der Lyse wurden die Zellen fiir vier bzw.
24 Stunden mit BEZ235 oder LY290024 behandelt. Die Immunprézipitation wurde mit FLAG-
Antikorper durchgefiihrt, der Western Blot mit dem phospho-Akt-Substrat-Antikdrper.

6.1.2 Akt phosphoryliert Fbw7a nicht in vitro

Da es sich bei der Sequenz um Serin 227 um eine Konsensussequenz fiir die
Phosphorylierung durch die Serin/Threonin-Kinase Akt/PKB handelt, wurde untersucht,
ob Akt Fbw7a direkt phosphorylieren kann. Dafiir wurden Phosphorylierungsversuche in
vitro mit rekombinanter, aktiver Aktl-Kinase durchgefiihrt. Als Substrat diente bakteriell
exprimiertes und aufgereinigtes GST-Fbw7a-Fusionsprotein, sowohl in der Wildtyp-Form
als auch als S227A-Punktmutante. Allerdings wurde nicht das Gesamtldngenprotein von
Fbw7 verwendet, sondern eine Deletionsmutante, diec nur die amino-terminalen 250
Aminosduren enthélt, um eine effiziente Expression und Aufreinigung zu gewihrleisten.
Als Positivkontrolle diente das FoxO3a-Protein (Wildtyp und eine Deletionsmutante, die
nur die Aminosduren 1 bis 915 enthilt), das bereits als Substrat der Kinase Akt
beschrieben wurde (Brunet et al., 1999). Reines GST wurde verwendet, um unspezifische
Phosphorylierungen erkennen zu konnen. Als Negativkontrolle diente ein Ansatz mit
Fbw70-WT als Substrat, dem keine Akt-Kinase zugesetzt wurde. Die eingesetzte Menge
an Substratproteinen wurde durch eine Coomassie-Farbung visualisiert (Abb. 7A). Aktl
phosphorylierte sowohl FoxO3a-Wildtyp als auch die FoxO3a-Deletionsmutante.
Allerdings konnte bei Fbw7 kein Phosphorylierungssignal nachgewiesen werden (Abb.
7B). Aus diesem Experiment konnte geschlossen werden, dass nicht Aktl selbst die Kinase
ist, die Ser 227 in Fbw7 phosphoryliert, sondern vermutlich eine andere Kinase der AGC-

Familie, die alle dieselbe Konsensussequenz erkennen und von PI3K reguliert werden.
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Abb. 7: Akt phosphoryliert Fbw7 nicht in vitro

(A) Coomassie-Farbung der im Kinase Assay eingesetzten GST-Fusionsproteine. G = Gesamtlysat nach
IPTG-Induktion, E = Eluat nach Aufreinigung. Das Sternchen markiert jeweils das aufgereinigte GST
oder GST-Fusionsprotein.

(B) Aktl phosphoryliert GST-Fbw7a. nicht im in vitro-Kinase Assay. Die bakteriell exprimierten und
aufgereinigten GST-Fusionsproteine wurden mit rekombinant aktiver Aktl-Kinase unter Zugabe von
y-"P-ATP inkubiert und durch SDS-PAGE aufgetrennt. Das Gel wurde getrocknet und die
Phosphorylierung durch Autoradiographie nachgewiesen. GST und ein Probenansatz ohne Aktl dienten
als Negativkontrollen, die beiden FoxO3a-Konstrukte dienten als Positivkontrollen. Die Sternchen
markieren das jeweilige GST-FoxO3a-Fusionsprotein.

6.1.3 Die Phosphorylierung von Serin 227 in Fbw7 beeinflusst sowohl die
Stabilitit von Fbw7-Substraten als auch von Fbw?7 selbst

Zur Analyse der physiologischen Rolle der Serin 227-Phosphorylierung wurde in HeLa-
Zellen entweder Myc oder Zyklin E mit einem Myc-7ag allein oder zusammen mit FLAG-
Fbw7-Wildtyp bzw. FLAG-Fbw7-S227A transient iiberexprimiert. Die Koexpression von
Fbw7-Wildtyp fiihrt zu einer starken Reduktion der Proteinmenge von Myc und Zyklin E,
wohingegen die Koexpression der S227A-Mutante nur zu einer minimalen Reduktion fiihrt
(Abb. 8A), was darauf hindeutet, dass die Phosphorylierung von Serin 227 notwendig ist,
damit Fbw7 voll funktionsfdhig ist.

Ein gutes System, um den Effekt der Serin 227-Phosphorylierung auf endogene Fbw7-
Substrate zu untersuchen, stellen Fbw7-defiziente HCT116-Zellen dar (Rajagopalan et al.,
2004). Sie haben den Vorteil, dass die Effekte einer exogen exprimierten Fbw7-Mutante
ohne den Hintergrund von Wildtyp-Protein oder anderen Fbw7-Isoformen untersucht
werden konnen. Die Zellen wurden mit Retroviren transduziert, die fir FLAG-Fbw?7-
Wildtyp bzw. -S227A codieren. Nach Selektion erfolgreich transduzierter Zellen wurden
die Proteinmengen von verschiedenen bekannten Fbw7-Substraten im Western Blot
analysiert. Im Vergleich zu Fbw7-profizienten Zellen enthielten die nur mit einem
Leervektor transduzierten Fbw7-defizienten Zellen erh6hte Mengen an Myc und Zyklin E;
die Expression von Fbw7-Wildtyp konnte diesen Effekt wieder umkehren, was konsistent
mit bereits verdffentlichen Beobachtungen ist (Grim et al., 2008). Allerdings war die
S227A-Mutante wiederum in ihrer Fahigkeit eingeschrinkt, die Myc- und Zyklin E-
Proteinmengen in dem MaBle zu senken wie das Wildtyp-Fbw7-Protein. Die Protein-
Mengen weiterer bekannter Fbw7-Substrate (SREBP1, mTOR und Mcll) unterschieden

sich nicht zwischen Fbw7-defizienten und -profizienten Zellen und énderten sich auch
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nach Rekonstitution mit Fbw7-Wildtyp oder -Mutante nicht (Abb. 8B) (Inuzuka et al.,
2011; Mao et al., 2008; Sundqvist et al., 2005; Wertz et al., 2011).

Prinzipiell konnten die unterschiedlichen Myc- und Zyklin E-Proteinmengen verschiedene
Ursachen haben. Da Fbw7 eine Untereinheit einer Ubiquitin-Ligase ist und Proteine fiir
den proteasomalen Abbau markiert, sollte untersucht werden, ob Unterschiede in der
Protein-Degradation fiir die beobachteten Effekte verantwortlich sind. Dafiir wurden
Cycloheximid-Experimente in den rekonstituierten HCT116-Zellen durchgefiihrt.
Cycloheximid hemmt die Translation und verhindert somit die de novo-Proteinsynthese,
was die Bestimmung der Abbaugeschwindigkeit von Proteinen erlaubt. Es konnte
festgestellt werden, dass Myc und Zyklin E in den mit Fbw7-Wildtyp rekonstituierten
Zellen schneller abgebaut wurden als in den mit Leervektor oder Fbw7-S227A
transduzierten Zellen. Besonders deutlich ist dieser Effekt fiir die an Threonin 58-
phosphorylierte Fraktion an Myc-Protein, welche die Fraktion darstellt, die von Fbw7
gebunden und abgebaut werden kann. Eine weitere interessante Beobachtung war, dass das
Fbw7-S227A-Protein selbst eine deutlich reduzierte Stabilitdt im Vergleich zum Wildtyp-
Protein gezeigt hat (Abb. 8C). Die reduzierte Stabilitdt konnte also zur geringeren Aktivitét

gegeniiber den Substraten beitragen.

Da Fbw7 seine Substrate durch das Anhdngen von Ubiquitinketten zum proteasomalen
Abbau markiert, wurde untersucht, ob die Phosphorylierung von Fbw7 an Serin 227 die
Fahigkeit zur Ubiquitinierung beeinflusst. Fiir in vivo Ubiquitinierungs-Untersuchungen
wurden HeLa-Zellen mit Myc oder Zyklin E zusammen mit FLAG-Fbw7-Wildtyp
bzw. -S227A und Hise-Ubiquitin transfiziert. Mit Hilfe von Nickel-NTA-Agarose wurden
ubiquitinierte Proteine aufgereinigt und im Western Blot nachgewiesen. Die Expression
von Fbw7-Wildtyp flihrte zu einem Anstieg der Menge an ubiquitiniertem Myc und
Zyklin E, was mit einer Reduktion an unmodifiziertem Protein einherging. Die S227A-
exprimierenden Zellen zeigten im Vergleich zu Vektor-exprimierenden Zellen kaum einen
Anstieg in der Menge an ubiquitiniertem Myc bzw. Zyklin E und dementsprechend auch
kaum eine Reduktion an unmodifiziertem Protein (Abb. 8D). Daraus ldsst sich schlief3en,
dass die Phosphorylierung von Serin227 die Féhigkeit von Fbw7 zur

Substratubiquitinierung erhoht.
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Fbw?7 selbst’

(A) Die S227A-Mutante von Fbw7 hat einen schwicheren Einfluss auf Substratproteine als WT-Fbw7.
HeLa-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden fiir Myc bzw. Zyklin E mit Myc-Tag (MT-Zyklin E)
und den angegebenen Fbw7-Expressionsplasmiden transfiziert (WT: Wildtyp, A: S227A). 48 Stunden
nach der Transfektion wurden die Zellen geerntet und die Proteinexpression von Fbw7 mit FLAG-
Antikorper und die von Myc und Zyklin E mit dem 9E10-anti-Myc-Antikérper nachgewiesen. Cdk2
diente als Ladekontrolle.

(B) Auch in rekonstituierten Fbw7-defizienten Zellen hat die S227A-Mutante einen schwécheren Einfluss
auf Myc und Zyklin E als WT-Fbw7. Fbw7-defiziente HCT116-Zellen wurden retroviral mit FLAG-
Fbw7-WT bzw. -S227A oder einem Leervektor infiziert. Nach der Selektion wurden die Zellen lysiert
und mittels Western Blot auf die Expression verschiedener Proteine untersucht. Parentale, mit
Leervektor infizierte HCT116-Zellen wurden parallel als Kontrolle untersucht.

(C) Die Abbaugeschwindigkeit von Myc, Zyklin E und Fbw7 selbst ist von der Phosphorylierung an
Ser 227 abhingig. Fbw7-defiziente HCT116-Zellen wurden retroviral infiziert wie in 8B und mit
Cycloheximid (CHX) behandelt, um die Proteinneusynthese zu blockieren und nach den angegebenen
Zeitpunkten geerntet. Die Zelllysate wurden im Western Blot analysiert.

(D) Die Fbw7-S227A-Mutante zeigt eine schwéchere Ubiquitinierung von Substratproteinen als Fbw7-WT.
HeLa-Zellen wurden mit Expressionsvektoren fir Myc, Zyklin E, Hisg-Ubiquitin und FLAG-Fbw7
transfiziert. 48 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen zur Hemmung von Deubiquitinasen
fiir 5 Minuten mit 1 mM NEM behandelt, lysiert und eine Nickel-NTA-Aufreinigung durchgefiihrt, um
ubiquitinierte Proteine anzureichern. Mittels Western Blot wurden die angegebenen Proteine
nachgewiesen.

6.1.4 Die Phosphorylierung von Serin 227 hat keinen Einfluss auf die

subzellulire Lokalisation und auf bekannte Interaktionen von Fbw?7

Eine mdgliche Erkldrung fiir die eingeschrinkte Funktion der S227A-Mutante wire eine
verdnderte Lokalisation innerhalb der Zelle. Jede der drei Fbw7-Isoformen weist eine
andere subzellulire Lokalisation auf und auch interagierende Proteine konnen die
Lokalisation beeinflussen (Bonetti et al., 2008; Durgan and Parker, 2010; Welcker et al.,
2011). Um zu tiberpriifen, ob sich die S227A-Mutante in ihrer Lokalisation vom Wildtyp-
Protein unterscheidet, wurde in HeLa-Zellen FLAG-Fbw7-Wildtyp oder FLAG-Fbw7-
S227A transient iiberexprimiert und das FLAG-Tag mittels indirekter Immunfluoreszenz
mit FLAG-Antikérper und einem  Alexa488-gekoppelten  Sekundérantikorper
nachgewiesen. Die Gegenfiarbung der DNA und damit der Zellkerne erfolgte mit Hoechst.
Es konnte gezeigt werden, dass Fbw7-Wildtyp und Fbw7-S227A im Nucleus lokalisiert
sind, was typisch fiir die alpha-Isoform ist (Abb. 9A).

Des Weiteren sollte bestimmt werden, ob bekannte Interaktionen von Fbw7 von der
S227A-Mutation beeinflusst werden. Fbw7 ist eine Untereinheit des SCF-Komplexes,

einer aus mehreren Untereinheiten bestehenden Ubiquitin-Ligase. Uber die F-Box bindet

2 diese Abbildung wurde in dhnlicher Form ver6ffentlicht in Schiilein, C., and Eilers, M.,
Popov, N. (2011). PI3K-dependent phosphorylation of Fbw7 modulates substrate
degradation and activity. FEBS Lett 585, 2151-2157.

65



Ergebnisse

Fbw7 an Skpl, welches einen Adaper darstellt und die Interaktion mit den weiteren
Komponenten des SCF-Komplexes (Cull und Rbx1) vermittelt (Cardozo and Pagano,
2004). Sollte die Interaktion zwischen Fbw7-S227A und Skpl beeintrdchtigt sein, wiirde
das eine verminderte Fiahigkeit zur Ubiquitinierung und folglich einen verringerten
proteasomalen Abbau nach sich ziehen. Zur Uberpriifung dieser Moglichkeit wurden
Immunprézipitations-Experimente durchgefiihrt. Sowohl das Wildtyp-Protein als auch die
Punktmutante waren in der Lage, Skp1 effizient zu binden. Die verminderte Fahigkeit der
S227A-Mutante zur Ubiquitinierung von Substraten kann also nicht mit einer

eingeschriankten Skp1-Rekrutierung erklirt werden (Abb. 9B).

Es ist bekannt, dass Fbw7 iiber die Dimerisierungsdomdne Homodimere bilden kann,
wodurch die Effizienz der Substratubiquitinierung erhéht wird. Um zu testen, ob die
Phosphorylierung von Serin 227 notwendig fiir die Homodimerisierung ist, wurden
wiederum Immunprézipitationen durchgefiihrt. Sowohl Fbw7-Wildtyp, als auch Fbw7-
S227A konnten effizient an Fbw7-Wildtyp binden (Abb. 9C), wohingegen eine bekannte
dimerisierungsdefiziente Fbw7-Mutante (LI256EE) nicht mit Fbw7-Wildtyp interagieren
konnte (Tang et al., 2007). AuBlerdem konnte durch Immunprézipitationen gezeigt werden,
dass die S227A-Mutation weder die Bindung von Usp28 an Fbw7, noch die
Substratbindung von Fbw7 hemmt (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 9: Die Phosphorylierung von Ser 227 hat keinen Einfluss auf die subzelluliire Lokalisation und
auf bekannte Interaktionen von Fbw?7’
(A) Die Phosphorylierung an Ser 227 hat keinen Einfluss auf die subzellulire Lokalisation von Fbw?7.

(B)

©

HeLa-Zellen wurden transient mit FLAG-Fbw7-WT oder -S227A transfiziert. Die Zellen wurden mit
Paraformaldehyd fixiert und die subzelluldre Lokalisation von Fbw7 durch indirekte Immunfluoreszenz
bestimmt. Fbw7 wurde mit dem FLAG-Antikoérper nachgewiesen, die DNA zur Kontrolle mit Hoechst
gegengefarbt. Die Transfektionseffizienz betrug in diesem Experiment ca. 20 %.

Die Phosphorylierung an Ser 227 hat keinen Einfluss auf die Interaktion von Fbw7 mit Skpl.
HEK293T-Zellen wurden transient mit HA-Skpl und FLAG-Fbw7-WT oder -227A transfiziert.
48 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen fiir 3 Stunden mit 10 uM MG-132 behandelt.
Nach der Lyse wurde eine Immunprézipitation mit FLAG-Antikorper durchgefiihrt und die Prézipitate
im Western Blot mit Antikérpern gegen FLAG und HA analysiert. Der Input entspricht 2 % des fiir die
Immunprézipitation eingesetzten Lysates.

Die Phosphorylierung an Ser 227 hat keinen Einfluss auf die Fahigkeit von Fbw7, Dimere auszubilden.
Das Experiment wurde durchgefiihrt wie in 9B, allerdings wurden die Zellen mit HA-Fbw7-Wildtyp
und FLAG-Fbw7-Wildtyp bzw. -S227A transfiziert.

3 diese Abbildung wurde in dhnlicher Form veréffentlicht in Schiilein, C., and Eilers, M.,
Popov, N. (2011). PI3K-dependent phosphorylation of Fbw7 modulates substrate
degradation and activity. FEBS Lett 585, 2151-2157.
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6.1.5 Die Phosphorylierung von Serin 227 ist notwendig fiir die biologische
Aktivitit von Fbw7

Es ist bekannt, dass Fbw7 eine Rolle bei der Regulation von Zellzyklusarrest und
Apoptose spielt (Ishikawa et al., 2008; Nateri et al., 2004). Mit Hilfe der Fbw7-defizienten
HCT116-Zellen sollte untersucht werden, ob die Phosphorylierung von Serin 227 diese
Funktion von Fbw7 beeinflusst. Unter normalen Wachstumbedingungen (10 % FBS)
waren kaum Unterschiede in der Zellzyklusverteilung zwischen den mit Leervektor, Fbw7-
Wildtyp oder der Fbw7-S227A-Mutante rekonstituierten Zellen festzustellen (Abb. 10A,
oben). Unter Serumentzug (0,05 % FBS) zeigten jedoch die mit Fbw7-Wildtyp
transduzierten Zellen eine stirkere Induktion von Apoptose (Zellen mit einem subGl-
DNA-Gehalt) als die Leervektor- oder S227A-exprimierenden Zellen (Abb. 10A, unten),

iibereinstimmend mit einer geringeren biologischen Aktivitdt der Fbw7-S227A-Mutante.

Um herauszufinden, wie der Phosphorylierungsstatus an S227 die Aktivitdt von Fbw7-
Substraten beeinflusst, wurde mit Hilfe von qRT-PCR-Experimenten die mRNA-
Expression von Myc-Zielgenen in Fbw7-defizienten und rekonstituierten HCT116-Zellen
verglichen. Zunichst wurde sichergestellt, dass die Wildtyp- und S227A-FBXW7 mRNAs
in ungefdhr gleichem AusmaBl exprimiert wurden. Somit liegt den niedrigeren
Proteinmengen der S227-Mutante eine verringerte Proteinstabilitit zugrunde (Abb. 10B).
Bei den transkriptionellen Zielgenen von Myc konnte festgestellt werden, dass ein Teil von
ihnen in gleicher Weise auf die Rekonstitution mit Fbw7-Wildtyp und -S227A reagierte,
wihrend andere eine schwichere Reaktion auf das mutierte Protein zeigten (Abb. 10C).
Daraus kann geschlossen werden, dass verschiedene Zielgene von Myc unterschiedlich
stark auf Anderungen der Myc-Proteinmenge reagieren und dass fiir manche Zielgene eine
verstarkte Aktivitit von Fbw7 notwendig ist, um der Regulation durch Myc

entgegenzuwirken.
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(A) Serumentzug 16st in Fbw7-S227A-exprimierenden Zellen eine stirkere apoptotische Antwort aus.
Fbw7-defiziente HCT116-Zellen wurden retroviral mit Leervektor, FLAG-Fbw7-WT oder -S227A
infiziert. Nach der Selektion wurden die Zellen in Medium mit 10 % oder 0,05 % FBS kultiviert. Nach
48 Stunden wurden die Zellen in Ethanol fixiert, mit Propidiumiodid gefdrbt und mittels FACS-
Analyse untersucht.

(B) und (C) Eine Gruppe von Myc-Zielgenen zeigt eine abgeschwichte Reaktion auf die Fbw7-S227A-
Mutante im Vergleich zu Fbw7-WT. Fbw7-defiziente HCT116-Zellen wurden infiziert wie in 10A.
Gesamt-RNA wurde extrahiert und cDNA hergestellt. Die Expressionslevel von FBXW7 und
verschiedenen transkriptionellen Zielgenen von Myc wurden durch qRT-PCR bestimmt und als
Mittelwerte +SD (n=3) dargestellt. Zusétzlich wurden die Proteinlevel von Fbw7 und Myc im Western
Blot analysiert. Cdk2 diente als Ladekontrolle.

* diese Abbildung wurde in dhnlicher Form ver6ffentlicht in Schiilein, C., and Eilers, M.,
Popov, N. (2011). PI3K-dependent phosphorylation of Fbw7 modulates substrate
degradation and activity. FEBS Lett 585, 2151-2157.
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6.2 Die Validierung von Usp28 als therapeutisches Zielprotein in Myc-

induzierten Tumoren

6.2.1 Etablierung eines konditionalen Knockout-Mausmodells fiir Usp28

Um das Potential von Usp28 als therapeutischen Angriffspunkt zu validieren, sollte ein
konditionales Knockout-Mausmodell hergestellt werden. Ein konditionales Modell hat den
Vorteil, dass der Zeitpunkt des Knockouts gewéhlt werden kann, ebenso wie die Gewebe,
in denen das Zielgen abgeschaltet werden soll, sodass spezifische Untersuchungen auch in

Féllen mdglich sind, wo ein konstitutiver Knockout letal wire.

Die Firma Taconic Artemis in Koln generierte in Kooperation mit unserer Arbeitsgruppe
ein konditionales Usp28-Knockout-Mausmodell, das die Deletion der katalytischen
Domine (kodiert durch die Exons 4 und 5) von Usp28 ermdglicht. Hierfiir wurde ein
Zielvektor verwendet, in dem die Exons 4 und 5 des murinen usp28-Gens von LoxP-
Sequenzen flankiert (,,gefloxt™; fl) sind, die das gezielte Entfernen dieser genomischen
Region durch eine Cre-Rekombinase ermoglichen. Zusitzlich fiihrt diese Deletion zu einer
Leserasterverschiebung in allen folgenden Exons, was zum Kettenabbruch bei der

Translation flihrt (Abb. 11A, B).
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A.
Exons 1 2 3 4 5 6-9 24
4
codierend fir die
katalytische Doméane
B.
Exons 1 2 3 4 5 6-9 24
loxP loxP

Cre-Rekombinase

Exons 1 2 3 6-9 24
L/ B B B
~HYy— A

loxP Leserasterverschiebung

Abb. 11: Schematische Darstellung der Generierung des konditionalen Knockout-Mausmodells fiir

Usp28

(A) Der murine genomische Usp28-Locus. Exons sind als Boxen dargestellt. Exon 4 und 5 codieren fiir
einen Teil der Peptidasedoméne von Usp28 (das katalytische Cystein 171 ist in Exon 5 codiert).

(B) Das transgene (,,gefloxte™) Usp28-Allel vor und nach der homologen Rekombination. Die Exons 4 und
5 sind von LoxP-Sequenzen flankiert. Durch die Cre-vermittelte Rekombination zwischen den beiden
LoxP-Sequenzen kommt es zur Deletion der flankierten Region. Ubrig bleibt nur eine LoxP-Sequenz.
Es kommt zu einer Leserasterverschiebung in allen folgenden Exons.

Die zwei von Taconic Artemis zur Verfligung gestellten Zuchtpaare, die heterozygot fiir
das gefloxte Usp28-Allel waren, wurden verpaart, um homozygote Tiere zu erhalten.
Durch spezifische PCR-Primer konnte in der PCR mit genomischer DNA aus
Schwanzbiopsien der Jungtiere zwischen dem Wildtyp- und dem gefloxten Allel
unterschieden werden, da die LoxP-Sequenzen das PCR-Produkt um 119 Basenpaare
vergroBern (Abb. 12A). Ein homozygotes Wildtyp-Tier besitzt also nur das kleinere
Wildtyp-Allel, ein homozygot gefloxtes Tier nur das groBere, konditionale Allel und ein
heterozygotes Tier beide Allele (Abb. 12B).
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E3 E6
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- o)

419 bp: konditionales Allel
L ”i 300 bp: Wildtyp-Allel

Abb. 12: Durch Genotypisierungs-PCRs konnen die verschiedenen Genotypen verifiziert werden.

(A) Die Tabelle rechts zeigt die GroBlen der PCR-Produkte, die bei einer PCR der unterschiedlichen Allele
(links dargestellt) mit den verschiedenen Primerkombinationen entstehen.

(B) Gezeigt ist das Ergebnis einer Genotypisierungs-PCR von genomischer DNA, die aus Mausschwanz-
Biopsiematerial isoliert wurde. Durch den Einsatz der Primer 1 und 2 konnte das Wildtyp- und das
konditionale Allel unterschieden werden.

Zuerst sollten murine embryonale Fibroblasten (MEFs) charakterisiert werden, die am Tag
13,5 der Embryonalentwicklung aus Usp28 fl/fl Embryonen isoliert wurden. Der Kopf der
Embryonen wurde =zur Isolation genomischer DNA verwendet und mittels
Genotypisierungs-PCR der korrekte Genotyp jedes einzelnen Embryos bestétigt. Primire
Sdugerzellen, die in Kultur genommen werden, besitzen nur ein begrenztes
Replikationspotential und werden nach einigen Passagen seneszent (Hayflick and
Moorhead, 1961; Todaro and Green, 1963). Im Gegensatz zu humanen Zellen, in denen die

zunehmende Verkiirzung der Telomere zum replikativen Arrest fiihrt, stellt in Nagerzellen

9ARF 61111(43

die Aktivierung von Zellzyklusinhibitoren (z. B. pl und pl ) den limitierenden

Faktor filir die Immortalisierung dar (zusammengefasst in (Sherr and DePinho, 2000)). Das
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Ausschalten des pl19°%*

-Mdm2-p53-Signalweges reicht aus, um murine embryonale
Fibroblasten zu immortalisieren (Zindy et al., 1997). Daher wurden die priméren
Usp28 fI/fl-MEFs mit einer shRNA gegen pl9*%" infiziert und somit kontinuierlich

proliferierende Zelllinien geschaffen, die langfristig in Kultur gehalten werden konnten.

6.2.2 Die retrovirale Infektion von MEFs mit einer Cre-Rekombinase fiihrt
zur Deletion von Usp28, reduziert aber weder Myc-Proteinlevel noch

Proliferation

Um nun in diesen immortalen, homozygot gefloxten MEFs Usp28 auszuschalten, wurden
sie mit einem Vektor infiziert, der fiir eine Cre-Rekombinase kodiert. Nach erfolgreicher
Selektion wurde aus den Zellen genomische DNA isoliert, um in der Genotypisierungs-
PCR die Rekombination nachzuweisen. Dafiir wurden Primer verwendet, die die Exons 4
und 5 umspannen und nur nach erfolgter Deletion dieser Region ein Produkt von
450 Basenpaaren bilden kdnnen. Sind die Exons 4 und 5 nicht deletiert, ist das PCR-
Produkt sehr grofl und wird nicht immer hergestellt. Die PCR fiir das gefloxte Allel kann
hingegen nach einer vollstaindigen Rekombination nicht mehr funktionieren, da die
Bindestelle fiir den reversen Primer in der deletierten Region liegt (Abb. 12A und 13A).
Als ein weiterer Nachweis der erfolgreichen Deletion wurde RNA isoliert und durch qRT-
PCR analysiert. Mit einem Primerpaar, das Exon 4 und 5 von Usp28 umspannt, konnte
eine starke Reduktion der Usp28 mRNA nachgewiesen werden (Abb. 13B). Aullerdem
wurden Proteinextrakte der Zellen hergestellt und im Western Blot analysiert. Wéhrend die
Usp28-Deletion auch auf Proteinebene nachweisbar war, konnte das murine Myc-Protein
nur schwer detektiert werden und zeigte keine starke Verdnderung zwischen Leervektor-
und Cre-infizierten Zellen (Abb. 13C). Um den Einfluss der Usp28-Deletion auf das
Wachstum der MEFs zu untersuchen, wurde eine Kristallviolettfarbung durchgefiihrt.
Dabei zeigte sich, dass die Usp28-Deletion das Wachstum der Zellen nicht verringert hat,
vielmehr wuchsen die Cre-infizierten Zellen sogar etwas besser als die Kontrolle (Abb.

13D).
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Abb. 13: Die retrovirale Infektion der MEFs mit Cre-Rekombinase fiihrt zur Deletion von Usp28,

reduziert aber weder Myc-Proteinlevel noch Proliferation

(A) Die retrovirale Infektion der gefloxten MEFs mit Cre-Rekombinase fiihrt zu einer effizienten Deletion
von Usp28. Die MEFs wurden infiziert, nach der Selektion geerntet und genomische DNA isoliert. In
der Genotypisierungs-PCR konnte das rekombinierte Allel in den Cre-exprimierenden Zellen
nachgewiesen werden, wihrend das gefloxte Allel in diesen Zellen nicht mehr nachweisbar ist. Das
spricht fiir eine hohe Rekombinationseffizienz. Zum Vergleich wurde die PCR auch mit DNA aus
Mausschwanz-Biopsien verschiedener Genotypen durchgefiihrt.

(B) Auch auf RNA-Ebene ist die Deletion von Usp28 nachweisbar. Aus den mit Leervektor bzw. Cre
infizierten, gefloxten MEFs wurde Gesamt-RNA extrahiert und daraus cDNA hergestellt. Die
Expressionslevel von Usp28 wurden durch qRT-PCR bestimmt und als Mittelwerte +SD (n=3)
dargestellt. Dafiir wurden Primer verwendet, die in der rekombinierten Region binden.
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(C) Auf Proteinebene ist die Reduktion von Usp28 erkennbar, es ist jedoch kein Einfluss auf die Menge an
Myc-Protein nachweisbar. MEFs wurden infiziert wie in 13A und B und Proteinextrakte hergestellt.
Mit Antikdrpern gegen Usp28 und Myc wurden die Proteinmengen untersucht. Cdk2 diente als
Ladekontrolle.

(D) Die retrovirale Infektion der gefloxten MEFs mit Cre-Rekombinase hat keinen negativen Effekt auf die
Proliferation der Zellen. MEFs wurden infiziert wie oben beschrieben und jeweils 10.000 Zellen auf
eine 6 cm-Schale ausplattiert. Nach 10 Tagen wurden die Zellen durch Kristallviolettfarbung
visualisiert.

6.2.3 Die Aktivierung der Rosa26-CreER'? in Usp28 fl/fl-Miusen fiihrt zu

einer partiellen Deletion von Usp28 in verschiedenen Organen

Um eine Usp28-Deletion in der Maus zu erreichen, miissen die Usp28 fl/fl-Tiere mit einem
Mausstamm gekreuzt werden, der eine Cre-Rekombinase exprimiert. Eine Mdoglichkeit,
eine induzierbare, akute Deletion zu erzielen, stellt die Kreuzung mit Rosa26-CreER"2-
Mausen dar. Dieser Mausstamm trigt eine konditionale Cre-Rekombinase im Rosa26-
Locus, der eine ubiquitidre und konstitutive Expression des Cre-Transgens erlaubt. Die
Regulation der Cre-Rekombination erfolgt auf Proteinebene: die Cre-Rekombinase ist mit
der Hormonbindedomine des Ostrogenrezeptors (ER) fusioniert, welche die Cre-
Rekombinase inaktiv im Zytoplasma hélt. Durch Tamoxifen-Administration wird diese
Inhibierung aufgehoben, die Cre-Rekombinase kann in den Zellkern translozieren und dort
die Rekombination von LoxP-Sequenzen katalysieren. Die Hormonbindedomine ist dabei
so mutiert, dass sie nicht auf natiirlich vorkommendes Ostrogen reagiert, sondern nur auf
den synthetischen Ostrogen-Antagonisten Tamoxifen (Vooijs et al., 2001). Dieses System
erlaubt eine akute Deletion des gefloxten Gens, mit der Mdglichkeit, den Zeitpunkt und die
Art der Tamoxifen-Administration zu wihlen. Bei Genen, deren Verlust embryonal letal
ist, kann der Zeitpunkt so gewdhlt werden, dass die Entwicklung abgeschlossen ist. In

einem Tumormodell kann der Effekt der Deletion auf etablierte Tumore getestet werden.

Um die Rekombinationseffizienz mit diesem System zu testen, wurde einer 8 Wochen
alten Usp28 fl/fl; Rosa26-CreER"*-Maus, sowie einer Kontrollmaus ohne CreER'? an drei
aufeinanderfolgenden Tagen jeweils 1 mg Tamoxifen (gelost in Erdnussol) intraperitoneal
injiziert. Am vierten Tag wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet und Proben
von verschiedenen Organen fiir weitere Analysen entnommen. Die aus den Proben
gewonnene genomische DNA zeigte das PCR-Signal fiir das rekombinierte Allel in allen
untersuchten Organen der Usp28 fl/fl; Rosa26-CreER'>-Maus, jedoch nicht in der

Kontrollmaus ohne Cre. Zum Vergleich wurde die PCR jeweils auch mit der DNA aus der
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Schwanzbiopsie der entsprechenden Maus durchgefiihrt, um den Zustand vor der
Behandlung darzustellen. Die PCR fiir das gefloxte (nicht-rekombinierte) Allel gab jedoch
ebenfalls in allen untersuchten Organen der Usp28 fl/fl; Rosa26-CreER"*-Maus ein Signal,
was darauf hindeutet, dass zwar Rekombination stattfindet, diese jedoch nicht vollstindig
ist (Abb. 14A). Es ist allerdings davon auszugehen, dass die Cre-Rekombinase in einer
Zelle in jedem Fall vollstindig wirkt, d. h. dass Zellen mit kompletter Deletion und Zellen
ohne Deletion vorliegen, jedoch kein heterozygoter Genotyp (Daniel J. Murphy,
personliche Mitteilung). Auch die qRT-PCR-Analyse der RNA aus den Organproben zeigt,
dass im Vergleich zum Kontrolltier nur eine partielle Reduktion der Usp28-RNA von 50
bis 90 %, je nach Organ, vorliegt (Abb. 14B). Die Analyse von Proteinextrakten aus den
Organproben gestaltete sich schwierig, da die verwendeten Antikorper nicht in jeder Probe
ein spezifisches Signal gaben. Es konnte jedoch die Reduktion der Usp28-Proteinmenge
im Usp28 fI/fl; Rosa26-CreER"*-Tier zumindest in einigen Organen bestitigt werden
(Abb. 14C, Thymus, Leber, Diinndarm). Mit dem Myc-Antikoérper wurden mehrere
Banden detektiert, was die Identifizierung der korrekten Bande schwierig machte; nach der
GroBe ist jedoch davon auszugehen, dass die mittlere Bande (zwischen 55 und 72 kDa)
dem Myc-Protein zugeordnet werden kann. Diese zeigte jedoch keine durchgingige
Reduktion der Myc-Proteinmenge nach Usp28-Deletion; allenfalls in der Herzprobe, wo
jedoch eine Aussage schwierig ist, da hier keine Ladekontrolle sichtbar ist. Im Thymus ist
eine Zunahme der Myc-Proteinmenge nach Usp28-Deletion zu sehen. Zusammenfassend
lasst sich feststellen, dass die induzierbare Rosa26-CreER">-Rekombinase nach
Tamoxifeninjektion in allen untersuchten Organen zur Rekombination der gefloxten
Usp28-Allele gefiihrt hat, die Rekombinationseffizienz jedoch nicht mehr als 50 % betragt

und keine deutlichen Effekte auf die Menge an Myc-Protein festgestellt werden konnten.
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Abb. 14: Die Aktivierung der Rosa26-CreER"? in Usp28 fI/fl-Miusen fiihrt zu einer partiellen Deletion
von Usp28 in verschiedenen Organen, hat jedoch keinen messbaren Einfluss auf die Myec-
Proteinmengen

(A) Die Aktivierung der konditionalen Cre-Rekombinase fiihrt zur partiellen Rekombination von Usp28 in
verschiedenen Organen. Je einer Kontrollmaus (Usp28 fI/fl) und einer Usp28 fl/fl; Rosa26-CreER -
Maus wurde an drei aufeinanderfolgenden Tagen 1 mg Tamoxifen in Erdnussdl intraperitoneal injiziert.
Am vierten Tag wurden die Méuse getdtet, Organproben entnommen, genomische DNA isoliert und
Genotypisierungs-PCRs durchgefiihrt.

(B) Auch auf RNA-Ebene ist die partielle Deletion von Usp28 nachweisbar. Aus den Organproben wurde
Gesamt-RNA extrahiert und daraus cDNA hergestellt. Die Expressionslevel von Usp28 wurden durch
qRT-PCR bestimmt und als Mittelwerte +SD (n=3) dargestellt. Dafiir wurden Primer verwendet, die
innerhalb der rekombinierten Region binden.

(C) Auf Proteinebene ist die Reduktion an Usp28 zu erkennen, es ist jedoch kein deutlicher Einfluss auf die
Myc-Proteinmengen nachweisbar. Aus den Organproben wurden Proteinextrakte hergestellt und im
Western Blot mit Antikdrpern gegen Usp28 und Myc untersucht. Cdk2 diente als Ladekontrolle.

6.2.4 Die Aktivierung der Rosa26-CreER" fiihrt zu einer effizienten Deletion
von Usp28 in murinen embryonalen Fibroblasten, beeinflusst allerdings weder

Myc-Proteinlevel noch Proliferation

Um auch in der Zellkultur ein einfaches System fiir die induzierbare Usp28-Deletion zu
haben, wurden murine embryonale Fibroblasten aus Usp28 fl/fl; Rosa26-CreER"*-

9*RT immortalisiert. Durch Zugabe

Embryonen isoliert und durch eine shRNA gegen pl
von 4-Hydroxytamoxifen (4-OHT) zum Medium konnte die Cre-vermittelte
Rekombination von Usp28 induziert werden. Bei 4-OHT handelt es sich um ein aktives
Metabolit von Tamoxifen. In Organismen wird Tamoxifen durch Cytochrome der Leber in
Metabolite wie 4-OHT umgewandelt, die eine sehr viel hohere Affinitdit zum
Ostrogenrezeptor zeigen als Tamoxifen selbst. Die Genotypisierungs-PCR und die qRT-
PCR-Analyse zeigen, dass eine Behandlung mit 200 nM 4-OHT fiir 45 Stunden zu einem
vollstdndigen Usp28-Verlust fiihrt (Abb. 15A und B). Das zeigt auch, dass die Rosa26-

CreER" sehr effizient ist und dass folglich der Grund fiir die nur partielle Reduktion von
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Usp28 in der injizierten Maus bei der Verteilung des Tamoxifens zu suchen ist, dass also
nicht alle Zellen innerhalb eines Organes vom Tamoxifen erreicht werden. Die Western
Blot-Analyse von Proteinlysaten dieser MEFs zeigt ebenso die 4-OHT-induzierte Usp28-
Deletion, bei den Myc-Proteinmengen ist wieder keine Verdnderung zwischen der
Ethanolkontrolle und den 4-OHT-behandelten Zellen festzustellen (Abb. 15C). Die
Kristallviolettfarbung zur Analyse der Proliferation zeigt keine Wachstumsunterschiede
zwischen 4-OHT-behandelten und unbehandelten Usp28 fl/fl; Rosa26-CreER"*-Zellen.
Um auszuschlieBen, dass 4-OHT selbst einen Effekt auf die Proliferation hat, wurden
parallel auch Usp28 fl/fl-Zellen ohne CreER™ mit Ethanol bzw. 4-OHT behandelt (Abb.
15D).
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Abb. 15: Die Aktivierung der Rosa26-CreER™ fiihrt zu einer effizienten Deletion von Usp28 in

murinen embryonalen Fibroblasten, beeinflusst allerdings weder Myc-Proteinlevel noch Proliferation

(A) Die Aktivierung der konditionalen Cre-Rekombinase fithrt zu einer effizienten Rekombination von
Usp28 in embryonalen Fibroblasten. Usp28 flI/fl;CreER™*-MEFs wurden fiir 45 Stunden mit 200 nM
4-OHT oder nur mit dem Losungsmittel Ethanol behandelt. Nach der Ernte wurde genomische DNA
isoliert und Genotypisierungs-PCRs durchgefiihrt. Zum Vergleich wurden die PCRs auch mit Material
aus Schwanzbiopsien verschiedener Genotypen durchgefiihrt.
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(B) Auch auf RNA-Ebene ist die effiziente Deletion von Usp28 nachweisbar. Die MEFs wurden behandelt
wie in 15A, Gesamt-RNA wurde extrahiert und daraus cDNA hergestellt. Die Expressionslevel von
Usp28 wurden durch qRT-PCR bestimmt und als Mittelwerte +SD (n=3) dargestellt. Dafiir wurden
Primer verwendet, die in der rekombinierten Region binden.

(C) Auf Proteinebene ist die Reduktion an Usp28 zu erkennen, jedoch kein deutlicher Einfluss auf die Myc-
Proteinmengen nachweisbar. Aus den MEFs wurden Proteinextrakte hergestellt und im Western Blot
mit Antikdrpern gegen Usp28 und Myc untersucht. Cdk2 diente als Ladekontrolle.

(D) Die Behandlung der MEFs mit 4-OHT hat keinen Effekt auf die Proliferation der Zellen. MEFs wurden
behandelt wie oben beschrieben und jeweils 10.000 Zellen auf eine 6 cm-Schale ausplattiert. Nach
10 Tagen wurden die Zellen durch Kristallviolettfairbung visualisiert.

6.2.5 Der akute Verlust von Usp28 in murinen embryonalen Fibroblasten hat
keinen FEinfluss auf die Proteinstabilitit von Myc oder die DNA-

Schadensantwort

Um zu testen, ob ein akuter Usp28-Verlust durch 4-OHT-Gabe in Usp28 fl/fl; Rosa26-
CreER">-MEFs die Myc-Proteinstabilitit beeinflusst, wurden mit Ethanol- bzw. 4-OHT-
behandelte Zellen mit Cycloheximid (CHX) inkubiert. Dieser Translationsinhibitor
blockiert die Proteinneusynthese und ermdglicht so, die Abbaugeschwingigkeit von
Proteinen zu bestimmen. Es konnte jedoch weder fiir das Myc-Gesamtprotein, noch fiir die
T58-phosphorylierte Fraktion von Myc (die spezifisch mit Fbw7 interagiert und somit der
Stabilisation durch Usp28 zugénglich ist) ein Abbau nach 100 Minuten festgestellt werden.
Zur Kontrolle wurde die Membran auch mit einem Antikorper gegen Zyklin D1 inkubiert,
das einen zeitabhdngigen Abbau in diesem Experiment zeigt. Somit ist sichergestellt, dass
die Cycloheximid-Gabe generell funktioniert hat, dass jedoch in diesem Versuchsaufbau

kein Abbau von murinem Myc nachweisbar ist (Abb. 16A).

Da Usp28 eine Rolle in der DNA-Schadensantwort spielt, indem es zum Beispiel 53BP1
nach DNA-Schaden stabilisiert (Popov et al., 2007a; Zhang et al., 2006), sollte untersucht
werden, ob die akute Usp28-Deletion in MEFs die Reaktion auf UV-induzierten DNA-
Schaden beeinflusst. Dafiir wurden mit Ethanol bzw. 4-OHT behandelte Zellen fiir eine
Minute mit UVB-Strahlung behandelt und nach 2 und 4 Stunden im Western Blot
analysiert. Es konnte keine Stabilisierung von 53BP1 nach der Bestrahlung nachgewiesen
werden und in den Usp28-deletierten Zellen lagen leicht erhohte Mengen an 53BP1 vor.
Die Bestrahlung an sich hat funktioniert, da bekannte DNA-Schadensantwort-Proteine wie
pS3 (Gesamtprotein und die aktive, an S15 phosphorylierte Form), und aktives, S345-
phosphoryliertes Chk1 nach der Bestrahlung akkumulierten (Shieh et al., 1997; Walworth
and Bernards, 1996) (Abb. 16B).

82



Abb. 16: Der akute Verlust von Usp28 in murinen embryonalen Fibroblasten hat keinen Einfluss auf

Ergebnisse

A.
EtOH 4-OHT
CHX (Min) 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Usp28 [N —
Cdk2 W S s o gy o s s E s
B.

EtOH 4-OHT

0o 2 4 0 2 4 hnach UV (1 Min UVB)
Usp28

pS3 -‘a - -

Chk1-pS345 e g g g

k2 — e ————

die Proteinstabilitit von Myc oder die DNA-Schadensantwort

(A) 1In den Usp28 fI/fl; CreER"-MEFs kann im Cycloheximid Assay kein Abbau von Myc nachgewiesen
werden. Die mit 4-OHT oder Ethanol behandelten MEFs wurden mit Cycloheximid (100 wg/ml)
inkubiert, um die Proteinneusynthese zu inhibieren. Nach den angegebenen Zeitpunkten wurden die

(B)

Zellen geerntet und im Western Blot mit den angegebenen Antikdrpern analysiert.

In den Usp28 fI/fl; CreER"™-MEFs hat die akute Usp28-Deletion keinen Einfluss auf die DNA-
Schadensantwort. Die mit 4-OHT oder Ethanol behandelten MEFs wurden fiir eine Minute mit UVB-
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Strahlung behandelt. Nach den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen geerntet und im Western
Blot mit den angegebenen Antikdrpern analysiert.

6.2.6 Keimbahndeletion von Usp28 durch eine Cre-Rekombinase unter

Kontrolle des Zp3-Promotors

Die transgene Mauslinie Zp3-Cre exprimiert eine Cre-Rekombinase unter der Kontrolle
der regulatorischen Sequenzen des Zona pellucida 3 (Zp3)-Gens, welches nur in der
wachsenden Oozyte vor Beendigung der ersten meiotischen Teilung exprimiert wird
(Lewandoski et al., 1997). Die Kreuzung dieser Méuse mit den Usp28 fl/fl-Médusen erlaubt
eine Keimbahndeletion, d. h. einen konstitutiven und vollstindigen Funktionsverlust von
Usp28 bereits vor der Befruchtung. In somatischen Geweben ist meist keine Aktivitdt der
Cre-Rekombinase mehr nachzuweisen. Mithilfe dieses Systems lédsst sich untersuchen, ob
ein bestimmtes Gen eine wichtige Rolle bei der Embryonalentwicklung hat, ein Verlust
desselben also embryonal letal ist. In einem Tumormodell kénnen die Auswirkungen eines
Funktionsverlustes des gefloxten Gens auf die Tumorentstehung untersucht werden. Um
eine Keimbahndeletion von Usp28 zu erreichen, wurden zunédchst Usp28 fl/fl-Tiere mit
Zp3-Cre-Tieren verpaart, um weibliche Tiere zu erhalten, die sowohl das Cre-Transgen,
als auch ein gefloxtes Usp28-Allel tragen. In den Oozyten eines solchen Weibchens kann
dann die Rekombination des gefloxten Usp28-Allels stattfinden und somit weibliche
Nachkommen mit heterozygoter Keimbahndeletion von Usp28 und Zp3-Cre-Transgen
erzeugt werden. Durch weiteres Verpaaren dieser Weibchen mit ménnlichen Tieren mit
dieser heterozygoten Keimbahndeletion bekommt man Nachkommen mit hetero- oder
homozygotem Usp28-Verlust (Abb. 17A), was durch Genotypisierungs-PCRs mit DNA

aus Schwanzbiopsiematerial nachgewiesen wurde (Abb. 17B).
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Abb. 17: Keimbahndeletion von Usp28 durch eine Cre-Rekombinase unter Kontrolle des

Zp3-Promotors

(A) Kreuzungsschema zur Erlangung einer Keimbahndeletion von Usp28 mit Hilfe von Zp3-Cre-Tieren.
Zp3-Cre-Tiere werden mit Usp28 fl/fl-Tieren verpaart, um weibliche Nachkommen zu erhalten, die
sowohl das Zp3-Cre-Transgen, als auch ein gefloxtes Usp28-Allel enthalten. In den Oozyten solcher
Weibchen kommt es zur Deletion des gefloxten Allels. Werden diese Tiere mit Usp28 fl/fl-Tieren
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verpaart, erhdlt man Nachkommen mit heterozygoter Usp28-Deletion. Durch weitere Verpaarungen
dieser Tiere untereinander bekommt man auch Nachkommen mit homozygoter Usp28-Deletion
(angelehnt an (Lewandoski et al., 1997)).

(B) Genotypisierungs-PCRs zum Nachweis der Keimbahndeletion von Usp28. Von einem Wurf von acht
Tieren wurden Schwanzbiopsien entnommen, genomische DNA isoliert und Genotypisierungs-PCRs
durchgefiihrt. Die PCR fiir das rekombinierte Allel (unten) zeigt, dass alle acht Tiere das rekombinierte
Allel besitzten. Die PCR fiir das gefloxte Allel (oben) zeigt, dass die Tiere 1, 3, 6 und 8 auch noch das
gefloxte Allel besitzen, also heterozygot deletiert sind, wihrend die Tiere 2, 4, 5 und 7 eine komplette
Deletion aufweisen.

6.2.7 Die Keimbahndeletion von Usp28 durch Zp3-Cre ist in allen
untersuchten Organen sehr effizient; die Miuse sind lebensfihig, fertil und

phinotypisch unauffillig

Sowohl die Nachkommen mit hererozygoter, als auch mit homozygoter Usp28-Deletion
waren lebensfahig, phénotypisch unauffillig und fertil. Somit kann festgestellt werden,
dass ein Verlust von Usp28 in der Keimbahn nicht embryonal letal ist und keine

offensichtlichen phinotypischen Auswirkungen hat.

Um zu tberpriifen, ob die Zp3-Cre tatsdchlich im kompletten Korper der Maus zu einer
Usp28-Deletion gefiihrt hat, wurde ein Usp28 del/del; Zp3-Cre-Tier und ein Usp28 fl/fl-
Tier getotet und Proben von verschiedenen Organen entnommen, um DNA, RNA und
Protein zu isolieren. Die Genotypisierungs-PCR bestitigte das ausschlieBliche
Vorhandensein des gefloxten Allels im Falle des Usp28 fl/fl-Tieres, sowie das
ausschlieBliche Vorhandensein des rekombinierten Allels im Falle des Usp28 del/del; Zp3-
Cre-Tieres in allen untersuchten Organen (Abb. 18A). Die qRT-PCR-Analyse der RNA-
Proben dieser Organe zeigte, dass die Usp28-RNA im Usp28 del/del; Zp3-Cre-Tier nicht
mehr zu detektieren war (Abb. 18B). Mit Hilfe von Western Blot-Experimenten wurden
die Proteinmengen in den Organen der beiden Tiere verglichen. Usp28 war in allen
untersuchten Organen (mit Ausnahme des Knochenmarks, wo kein Signal erkennbar war)
des Zp3-Cre-Tieres deutlich reduziert. Fiir das Myc-Protein war es, dhnlich wie bei den
Untersuchungen zum CreER'*-vermittelten Knockout (Abschnitt 6.2.3), schwierig, die
korrekte Bande zu identifizieren, da oberhalb und unterhalb der mutmaBlichen Myc-Bande
prominente unspezifische Banden detektiert wurden. Wiederum ist davon auszugehen, dass
es keinen deutlichen Unterschied in der Menge an Myc-Protein in den Organen des Usp28-

profizienten und -defizienten Tieres gibt (Abb. 18C).
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Abb. 18: Die Keimbahndeletion von Usp28 durch Zp3-Cre ist in allen untersuchten Organen

vollstindig, fiihrt allerdings zu keinem deutlichen Effekt auf die Myc-Proteinmenge

(A) Die Keimbahndeletion von Usp28 durch Zp3-Cre fiihrt zur vollstandigen Deletion von Usp28 in allen
untersuchen Organen. Je eine Kontrollmaus (Usp28 fI/f1) und eine Usp28 del/del; Zp3-Cre-Maus wurde
getotet, Organproben entnommen, genomische DNA isoliert und Genotypisierungs-PCRs durchgefiihrt.

(B) Auch auf RNA-Ebene ist die vollstindige Deletion von Usp28 nachweisbar. Aus den Organproben
wurde Gesamt-RNA extrahiert und daraus cDNA hergestellt. Die Expressionslevel von Usp28 wurden
durch qRT-PCR bestimmt und als Mittelwerte +SD (n=3) dargestellt. Dafiir wurden Primer verwendet,
die in der rekombinierten Region binden.

(C) Auf Proteinebene ist die Reduktion an Usp28 zu erkennen, jedoch kein deutlicher Einfluss auf die Myc-
Proteinmengen nachweisbar. Aus den Organproben wurden Proteinextrakte hergestellt und im Western
Blot mit Antikorpern gegen Usp28 und Myc untersucht. Cdk2 diente als Ladekontrolle.

6.2.8 Charakterisierung von murinen embryonalen Fibroblasten mit Zp3-

Cre-vermittelter Usp28-Deletion

Um die Auswirkungen eines konstitutiven, Zp3-Cre-vermittelten Usp28-Knockouts in
einem Zellkultursystem untersuchen zu konnen, wurden murine embryonale Fibroblasten

aus Embryonen am Tag 13,5 der Embryonalentwicklung isoliert. Es wurden MEFs aller
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drei moglichen Genotypen miteinander verglichen (Usp28 +/+, Usp28 +/- und Usp28 -/-)
und durch Genotypisierungs-PCRs verifiziert (Abb. 19A).

Die qRT-PCR-Analyse zeigte, dass die Usp28-mRNA linear mit dem Verlust jedes Allels
abnimmt, also in den heterozygoten MEFs um 50 % reduziert ist und in den homozygot-

deletierten MEFs nicht mehr nachweisbar ist (Abb. 19B).

Die Cre-vermittelte Rekombination fiihrt zur Deletion von Exon 4 und 5 sowie zu einer
Verschiebung des Leserasters in den folgenden Exons. Dies sollte zum Kettenabbruch bei
der Translation fiihren. Um nachzupriifen, ob die verbleibende Sequenz ausreicht, um ein
carboxy-terminal verkiirztes Usp28-Protein entstehen zu lassen, wurde Lysat von MEFs
mit verschiedenem Usp28-Status im Western Blot untersucht, indem eine vollstandige
Membran mit dem Usp28-Antikdrper inkubiert wurde. Zur Herstellung des polyklonalen
Kaninchenantikorpers wurde ein Peptid mit den ersten 350 Aminoséduren von Usp28
verwendet. Somit sollte dieser Antikdrper also auch ein amino-terminales Fragment
erkennen konnen. Das vollstaindige Usp28-Protein besitzt 1077 Aminosduren und ist
135 kDa groB3. Weder im heterozygoten, noch im homozygoten Usp28-Knockout ist ein
verkiirztes Usp28-Protein nachweisbar (Abb. 19C). Es ist also davon auszugehen, dass die
nach der Rekombination verbleibende Usp28-Sequenz nicht zur Synthese eines stabilen,

kiirzeren Fragmentes fiihrt.

Um festzustellen, welche Auswirkungen die Usp28-Deletion auf die Proteinmengen in den
MEFs hat, wurden Western Blot-Untersuchungen vorgenommen. Konsistent mit der
mRNA-Menge zeigt auch das Usp28-Protein eine lineare Reduktion mit dem Verlust jedes
Allels. Die Mengen einiger beschriebener Usp28-Zielproteine wie Myc, Zyklin E und
SREBP1 war in allen drei Zelllinien unverdndert. Allerdings wiesen die Zellen mit dem

9 RF auf. Die erhohte

heterozygoten Usp28-Verlust erhdhte Mengen an 53BP1 und pl
Menge an pl9**" ist konsistent mit einem seneszenten Phinotyp. 53BP1 (p53 binding
protein 1) ist ein sogenannter checkpoint mediator. Diese Proteine dienen als Gertiste, um
bei DNA-Schidden Proteinkinasen wie ATM und ihre Substrate zusammenzubringen
(zusammengefasst in (Bakkenist and Kastan, 2004)). Eine Onkogen-induzierte Seneszenz
kann als DNA-Schadens-Antwort auftreten (Bartkova et al., 2006). Die Menge an

phospho-S62-Myc war hingegen in den Usp28 +/- MEFs reduziert (Abb. 19D).

Ein Cycloheximid-Experiment mit den Usp28-profizienten und -defizienten MEFs zeigte
auch nach 5 Stunden wiederum keinen Abbau von Myc oder Zyklin E (Abb. 19E).
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Abb. 19: Charakterisierung von murinen embryonalen Fibroblasten mit Zp3-Cre-vermittelter Usp28-
Deletion

(A) Genotypisierungs-PCRs zur Validierung der Genotypen der MEFs. Aus primdren MEFs wurde

(B)

©

(D)

(E)

genomische DNA isoliert und Genotypisierungs-PCRs durchgefiihrt. Die Usp28 fl/fl-MEFs besitzen
nur das gefloxte Allel, die Usp28 fl/del-MEFs sowohl das gefloxte (in dieser PCR nur schwach zu
erkennen) und das rekombinierte Allel, die Usp28 del/del-MEFs besitzen nur das rekombinierte Allel.
Die Menge an Usp28-mRNA nimmt mit dem Verlust der Allele linear ab. Aus den primdren MEFs
wurde Gesamt-RNA extrahiert und daraus cDNA hergestellt. Die Expressionslevel von Usp28 wurden
durch qRT-PCR bestimmt und als Mittelwerte +SD (n=3) dargestellt. Dafiir wurden Primer verwendet,
die in der rekombinierten Region binden.

Die Rekombination von Usp28 fiihrt nicht zur Entstehung eines verkiirzten Usp28-Proteins. Aus
primiaren MEFs wurde Proteinlysat hergestellt und im Western Blot mit einem Antikérper gegen Usp28
analysiert.

Die Usp28-Proteinmenge sinkt linear mit dem Verlust der Usp28-Allele, auf die Level an
Substratproteinen ist kein Einfluss nachweisbar. Proteinlysate aus primiren MEFs wurden im Western
Blot mit den angegebenen Antikdrpern anlysiert. $-Aktin diente als Ladekontrolle.

In den Usp28 fl/fl- und Usp28 del/del-MEFs kann im Cycloheximid Assay kein Abbau von Myc und
Zyklin E nachgewiesen werden. Die MEFs wurden mit Cycloheximid (100 ug/ml) inkubiert, um die
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Proteinneusynthese zu inhibieren. Nach den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen geerntet und
im Western Blot mit den angegebenen Antikdrpern analysiert.

6.2.9 Murine embryonale Fibroblasten mit heterozygotem, konstitutivem
Usp28-Knockout weisen einen Proliferationsdefekt und eine verinderte

Morphologie auf

Um das Proliferationsverhalten der Zellen zu untersuchen, wurde sowohl eine
Kristallviolettfarbung (Abb. 20A), als auch eine Wachstumskurve (Abb. 20B) erstellt.
Dabei zeigte sich, dass die Zellen mit der heterozygoten Usp28-Deletion eine verringerte
Proliferationsrate im Vergleich zu den Zelllinien der anderen beiden Genotypen aufwiesen,
wihrend die Zellen mit der homozygoten Usp28-Deletion sogar noch schneller
proliferierten als die Wildtyp-Zellen. Die mikroskopische Untersuchung der Zellen zeigte
eine verdnderte Morphologie der priméren Usp28 +/- MEFs. Im Vergleich zu den beiden
homozygoten Zelllinien zeigten die heterozygoten MEFs flache, stark vergroBerte Zellen
mit langen Zellausldufern (Abb. 20C). Diese Morphologie deutet auf einen seneszenten
Phénotyp hin. Daher wurde eine Seneszenz-assoziierte [(-Galaktosidase-Fiarbung
durchgefiihrt. SA-B-Gal ist ein Biomarker fiir seneszente Zellen, da dieses Enzym
spezifisch in seneszenten Zellen akkumuliert und durch die Spaltung eines chromogenen
Substrats eine Blaufdarbung erzeugt. Die Usp28 +/- MEFs zeigen in derselben Passage eine
stirkere Blaufirbung als die beiden homozygoten Zelllinien (Abb. 20D). Daraus kann
geschlossen werden, dass die MEFs mit heterozygoter Usp28-Deletion im Vergleich zu

Usp28 +/+ und Usp28 -/- MEFs friiher seneszent werden.

92



Ergebnisse

A.
Usp28 +/+ Usp28 +/- Usp28 -/-
B. 1000 -
—a— Usp28 +/+
f -4- Usp28 +/-
S 1004 e~ Usp28 --
x
=
©
N
ko)
N
C.
Usp28 +/+ Usp28 +/- Usp28 -/-

Usp28 +/+ Usp28 +/- Usp28 -/-

o A

Abb. 20: Murine embryonale Fibroblasten mit heterozygotem, konstitutivem Usp28-Knockout weisen
einen Proliferationsdefekt und eine verinderte Morphologie auf
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(A) MEFs mit heterozygoter Usp28-Deletion proliferieren langsamer als MEFs mit zwei gefloxten oder
zwei rekombinierten Usp28-Allelen. Jeweils 10.000 Zellen wurden auf eine 6 cm-Schale ausplattiert.
Nach 10 Tagen wurden die Zellen durch Kristallviolettfarbung visualisiert.

(B) Primire MEFs der drei verschiedenen Usp28-Genotypen wurden in gleicher Zellzahl in Triplikaten
ausplattiert und alle zwei Tage gezdhlt. Aus den Werten wurde eine kumulative Wachstumskurve
erstellt.

(C) Primire MEFs mit heterozygoter Usp28-Deletion weisen eine verdnderte Morphologie auf. Die Zellen
wurden in gleicher Zellzahl ausplattiert. Nachdem sich die Zellen innerhalb von 24 Stunden abgesetzt
hatten, wurden mikroskopische Aufnahmen gemacht.

(D) MEFs mit heterozygoter Usp28-Deletion werden frither seneszent. Primédre MEFs wurden in gleicher
Zellzahl ausplattiert und eine SA-B-Gal-Farbung durchgefiihrt.

6.2.10 Der Einfluss der Usp28-Deletion auf die Myc-abhingige

Tumorentstehung

6.2.10.1 Das Ep-Myc-Lymphom-Modell

Der Transkriptionsfaktor Myc spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung einer Vielzahl
humaner Tumore. Nach dem Konzept der ,,oncogene addiction“ bleiben Tumore abhingig
von dem initiierenden onkogenen Signalweg (Luo et al., 2009; Weinstein, 2002), also zum
Beispiel von konstant hohen Leveln an Myc-Protein. Die Hemmung von Proteinen, die fiir
die Erhaltung der Myc-Funktion wichtig sind, stellt einen interessanten Ansatzpunkt fiir
die Therapie Myc-induzierter humaner Tumore dar. Somit konnte die Hemmung von
Usp28 zu einer Destabilisierung von Myc und einem Riickgang der Tumore fithren. Als
Modell zur Untersuchung dieser Theorie diente das transgene Eu-Myc-Lymphom-
Mausmodell (Adams et al., 1985; Harris et al., 1988). Das Eu-Myc-Transgen entspricht
der t(8;14)-Translokation, die hiufig in humanen Burkitt-Lymphomen vorliegt. Diese
chromosomale Translokation bringt Myc unter die Kontrolle der regulatorischen
Sequenzen der schweren Immunglobulinkette (Abb. 21). Dadurch kommt es zu einer
konstitutiven, hohen Myc-Expression in B-Zellen und zur Entstehung eines B-Zell-
Lymphoms. Diese B-Zell-Lymphome treten bei den Eu-Myc-Méiusen spontan innerhalb
weniger Monate auf. Erste Anzeichen der Erkrankung sind dabei tastbare VergroBBerungen
der zervikalen, axilliren wund inguinalen Lymphknoten, sowie allgemeine
Krankheitsanzeichen (gekriimmte Korperhaltung, verlangsamte Bewegungen, gestraubtes
Fell, gesteigerte Atemfrequenz). Der zeitliche Verlauf der Erkrankung wvariiert dabei
deutlich zwischen den einzelnen Individuen, sowohl was das Alter bei Auftreten der ersten
Anzeichen betrifft, als auch die Geschwindigkeit des Krankheitsverlaufs bis hin zu
terminaler Erkrankung und Tod (Harris et al., 1988).
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Abb. 21: Die chromosomale Translokation im Burkitt-Lymphom und im Eu-Myc-Mausmodell
Schematische Darstellung der reziproken Translokation zwischen der schweren Antikdrper-Kette auf
Chromosom 14 und dem c-Myc Proto-Onkogen auf Chromosom 8, wie sie in humanen Burkitt-Lymphomen
gefunden wird. Diese Translokation wird auch im Eu-Myc-Mausmodell verwendet um ein Myc-abhingiges
B-Zell-Lymphom auszuldsen (angelehnt an (Weinberg, 2007)).

Um sicherzustellen, dass Usp28 im lymphatischen System exprimiert wird, wurde eine
Usp28 fl/fl; Eu-Myc-Maus getotet und Tumorgewebe (aus vergroferten Lymphknoten und
vergroBerter Milz) entnommen und zur Proteinextraktion verwendet. Im Western Blot
zeigte sich, dass Usp28 in beiden Tumorgeweben exprimiert war. Im Vergleich zu dem zur
Kontrolle aufgetragenen Lysat aus MEFs zeigten die Tumorproben wie erwartet erhdhte
Mengen an Myc-Protein (Abb. 22A). Um festzustellen, ob eine akute Usp28-Deletion in
diesem System méglich ist, wurden B-Zellen aus einem Tumor einer Usp28 fl/fl; CreER"%;
Eu-Myc-Maus isoliert und in Kultur mit 4-OHT behandelt. Sowohl im Western Blot (Abb.
22B) als auch in der qRT-PCR (Abb. 22C) ist die effiziente Deletion von Usp28 sichtbar.
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Abb. 22: Usp28 ist im lymphatischen System exprimiert und kann in isolierten B-Zellen akut deletiert

werden

(A) Eine Usp28 fl/fl; Eu-Myc-Maus mit einem Lymphom wurde getdtet und Tumormaterial aus
Lymphknoten und Milz entnommen. Daraus wurde Proteinlysat hergestellt und im Western Blot mit
den angegebenen Antikdrpern untersucht.

(B) Eine Usp28 fl/fl; CreER"*; Eu-Myc-Maus mit Lymphom wurde getdtet und B-Zellen aus dem
Tumormaterial isoliert. Diese wurden in Kultur mit 4-OHT behandelt, Proteinlysate hergestellt und im
Western Blot mit den angegebenen Antikdrpern analysiert.

(C) Aus B-Zellen behandelt wie in 22B wurde Gesamt-RNA extrahiert und daraus cDNA hergestellt. Die
Expressionslevel von Usp28 wurden durch qRT-PCR bestimmt und als Mittelwerte +SD (n=3)
dargestellt. Dafiir wurden Primer verwendet, die in der rekombinierten Region binden.

6.2.10.2 Ep-Myc-Lymphome von Tieren mit heterozygotem Usp28-Knockout

zeigen eine Tendenz zu niedrigeren Myc-Proteinleveln

Um den Einfluss der Usp28-Deletion auf die Entstehung und den Verlauf der Eu-Myc-
Lymphome untersuchen zu koénnen, wurden Mauslinien geziichtet, die das Eu-Myc-
Transgen exprimieren und entweder beide Allele von Usp28 besitzen (Usp28 +/+),
heterozygot fiir Usp28 sind (Usp28+/-) oder homozygot deletiert sind (Usp28 -/-). Zur
Zucht wurden immer nur Eu-Myc-Ménnchen verwendet, da bei Weibchen die Gefahr zu
groB ist, dass sie erkranken oder sterben, solange sie die Jungtiere noch sdugen. Sobald bei
einem Tier ein Tumor auftrat, wurde es durch zervikale Dislokation getdtet und
Tumorgewebe fiir weitere Untersuchungen entnommen. Die Analyse der RNA aus

Tumoren der drei verschiedenen Usp28-Genotypen zeigte einen linearen Riickgang der

96



Ergebnisse

Usp28-mRNA bei Deletion eines jeden Allels (Abb. 23A). Ebenso wurde routinemafig aus
den entnommenen Tumoren DNA isoliert und in Genotypisierungs-PCRs untersucht. Im
Vergleich zur DNA aus der entsprechenden Schwanzbiopsie konnte nie eine Verdnderung
des Genotypes festgestellt werden (nicht gezeigt), sodass in heterozygoten Tieren eine
Selektion gegen das verbliebene Allel (loss of heterozygosity, LOH, (Knudson, 1971))

unwahrscheinlich ist.

Die Analyse der Proteinmengen von Tumoren der verschiedenen Genotypen zeigte ebenso
den linearen Riickgang an Usp28-Protein. Eine interessante Beobachtung ist auch, dass in
den Tumorproben von heterozygoten Tieren kaum noch Fbw7a-Protein nachweisbar ist.
Fbw7y hingegen ist im Vergleich zu den anderen beiden Genotypen nur reduziert, aber
noch nachweisbar (Abb. 23B). Bei den Mengen der untersuchten Substratproteine gab es
eine gewisse Variabilitdt zwischen verschiedenen Tumoren desselben Genotyps, allerdings
lieB3 sich eine Tendenz feststellen: In den Tumoren von Méusen, die heterozygot fiir Usp28
waren, wurden oft drastisch reduzierte Mengen an Usp28-Substratproteinen gefunden
(Abb. 23B und C). So waren 53BP1, SREBP1, Zyklin E und Myc deutlich schwicher in
Usp28+/- Tumoren exprimiert als in Usp28+/+ oder Usp28-/- Tumoren. Dies ist konsistent
mit dem verringerten Wachstum und der seneszenten Morphologie der MEFs dieses
Genotyps (siche Abschnitt 6.2.9). Allerdings wurden auch Tumore von heterozygoten
Tieren gefunden, in denen sich die Level an Myc und Zyklin E nicht von den beiden
homozygoten Genotypen unterscheiden (Abb. 23D). Um einen globaleren Eindruck der
Myc-Level in Tumoren mit unterschiedlichem Usp28-Status zu bekommen, wurden 12
Tumorproben aus Lymphknoten bzw. Milz nebeneinander auf einem Gel verglichen (Abb.
23E). Dabei zeigte sich, dass es eine gewisse Variabilitdt zwischen einzelnen Individuen
gibt, dass aber dennoch eine Tendenz zu niedrigeren Myc-Leveln in Tumoren

heterozygoter Tiere fiir Usp28 festgestellt werden kann.
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Abb. 23: En-Myc-Lymphome von Tieren mit heterozygotem Usp28-Knockout zeigen eine Tendenz zu
niedrigeren Myc-Proteinleveln

(A) In den Eu-Myc-Tumoren der Tiere der verschiedenen Usp28-Genotypen sinkt die Usp28-mRNA-

(B)

©

(D)

Menge linear mit der Deletion eines jeden Allels. Lymphome wurden isoliert, Gesamt-RNA extrahiert
und daraus cDNA hergestellt. Die Expressionslevel von Usp28 wurden durch qRT-PCR bestimmt und
als Mittelwerte +SD (n=3) dargestellt. Dafiir wurden Primer verwendet, die in der rekombinierten
Region binden.

Tumore von Miusen mit heterozygoter Usp28-Deletion zeigen tendenziell niedrigere Mengen an Myc
und anderen Usp28-Substraten. Aus isolierten Tumoren wurden Proteinextrakte hergestellt und im
Western Blot mit den angegebenen Antikdrpern untersucht. B-Aktin diente als Ladekontrolle.

Tumore von verschiedenen Lokalisationen (Leiste, Hals, Milz) einer Usp28 +/- und einer Usp28 -/-
Maus wurden isoliert, Proteinlysate hergestellt und im Western Blot mit den angegebenen Antikdérpern
miteinander verglichen. B-Aktin diente als Ladekontrolle.

und (E) Wie in 23B wurden Proteinlysate aus Tumoren der verschiedenen Genotypen im Western Blot
miteinander verglichen. f-Aktin bzw.Vinculin diente als Ladekontrolle.
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6.2.10.3 Ep-Myc-Tiere mit heterozygotem Usp28-Knockout zeigen eine lingere

tumorfreie Uberlebenszeit

Niedrigere Mengen an Myc-Protein konnten einen Einfluss auf die Tumorentstehung
dieser Myc-abhingigen Lymphome haben. Daher wurde aus der tumorfreien
Uberlebenszeit der Miuse der verschiedenen Genotypen eine Uberlebenskurve erstellt
(Abb. 24). Die Kurve zeigt, dass die Usp28+/-; Eu-Myc-Tiere die ldngste mittlere
Uberlebenszeit aufweisen (19 Wochen), was gegeniiber den Usp28+/+; Eu-Myc-Tieren
(14,5 Wochen) signifikant ldnger ist.

Mittlere
Uberlebenszeit
(in Wochen) L
—t  USpP28 +/+ 14,5 14
100 P :I p=0,0244
' Usp28 +/- 19 15
T 807 —— Usp28 - 16,5 10
=
T 60 -
(0]
Q0
o |
5 40
0
)
20 T
0 T T T 1
0 10 20 30 40

Alter (in Wochen)

Abb. 24: Usp28 +/-; Eu-Myec-Tiere entwickeln ihre Lymphome signifikant spiiter als Usp28 +/+; Ep-
Myc-Tiere
Eu-Myc-Tiere mit verschiedenem Usp28-Status wurden beim Auftreten von Anzeichen eines Lymphoms
(Schwellung der Lymphknoten, allgemeine Krankheitsanzeichen) getdtet und Tumorproben fiir verschiedene
Analysen entnommen. Das Alter der Tiere bis zum Auftreten der Tumore wurde in einer Uberlebenskurve
dargestellt.
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7 Diskussion

7.1 Die Regulation von Fbw7 durch eine PI3K-abhéingige Phosphorylierung

7.1.1 Posttranslationale Modifikationen, die die Fbw7-Aktivitiit regulieren

Der bisher am besten untersuchte Mechanismus, tiber den der Abbau von Zielproteinen der
E3-Ligase Fbw7 reguliert wird, ist die Phosphorylierung der CPD (Cdc4-Phospho-
Degron)-Motive in den Substraten. Auch die Fbw7-Dimerisierung ist eine Moglichkeit, die

Effizienz der Fbw7-vermittelten Ubiquitinierung zu erhdhen.

Dariiberhinaus sind weitere posttranslationale Modifikationen beschrieben worden, die die
Aktivitdt von Fbw7 beeinflussen. Zum Beispiel wurde beobachtet, dass sich die Interaktion
zwischen Fbw7 und Usp28 nach DNA-Schaden 16st, was zum verstérkten Abbau von Myc
fiihrt (Popov et al., 2007a). Es konnte auch gezeigt werden, dass Fbw7 nach DNA-Schaden
ATM/ATR-abhingig phosphoryliert wird (Matsuoka et al., 2007). Dies ist ein Weg, wie

intrazelluldre Stresssignale Einfluss auf den Fbw7-vermittelten Myc-Abbau haben konnen.

Eine weitere posttranslationale Modifikation von Fbw7 stellt die Phosphorylierung durch
die Kinase PKC dar. PKC phosphoryliert spezifisch die a-Isoform von Fbw7, was deren

nukledre Lokalisation reguliert (Durgan and Parker, 2010).

7.1.2 Serin 227 in Fbw7 liegt in einer Konsensussequenz fiir AGC-Kinasen

Ziel dieser Arbeit war es, weitere posttranslationale Modifikationen an Fbw7 zu finden, die
den Abbau von Fbw?7-Substraten regulieren, ergidnzend zu der gut untersuchten
Phosphorylierung der Substrate an ihren Cdc4-Phospho-Degrons. Deshalb wurde in der
Aminosduresequenz von Fbw7 nach bekannten Konsensussequenzen filir die
Phosphorylierung durch Proteinkinasen gesucht. Das bioinformatische Programm Scansite
erkannte die Sequenz um Serin 227 (RRRIT,,7S) als Konsensussequenz fiir die Akt/PKB-
Kinase. Die Sequenz RxRxxS/T (wobei x jede proteinogene Aminosdure sein kann) wird
jedoch nicht nur von Akt phosphoryliert, sondern stellt das Konsensusmotiv fiir die
Familie der AGC-Kinasen (auch Arginin-gerichtete Kinasen genannt) dar, einer
Untergruppe von Serin/Threonin-Kinasen, die in ihrer katalytischen Doméne eine hohe

Sequenzhomologie zu den Kinasen PKA, PKG und PKC aufweisen. Mitglieder der AGC-
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Kinase-Familie sind unter anderem Akt, S6K, PDK1, SGK1 und LATS (Pearce et al.,
2010).

7.1.3 Fbw7 wird PI3K-abhiingig an Serin 227 phosphoryliert

Um zu untersuchen, ob Serin 227 in Fbw7 in vivo phosphoryliert wird, wurde der phospho-
Akt-Substrat-Antikdrper von Cell Signaling verwendet, der ein phosphoryliertes Serin oder
Threonin in der Akt-Konsensussequenz erkennt, jedoch keine Kreuzreaktivitdt mit der
unphosphorylierten Sequenz zeigt. Zellen wurden mit FLAG-Fbw7 transfiziert, unter
denaturierenden Bedingungen lysiert und eine Immunprézipitation mit FLAG-Antikdrpern
durchgefiihrt. Durch die denaturierende Lyse wird verhindert, dass Fbw7-interagierende
Proteine mit prézipitiert, und im Western Blot mit dem phospho-Akt-Substrat-Antikorper
erkannt werden. Auf diese Weise ist sichergestellt, dass das phospho-Akt-Substrat-Signal
von Fbw7 herriihrt (Abb. 6B, C, D). Um zu {iberpriifen, ob wirklich Serin 227
phosphoryliert vorliegt, wurde eine Punktmutante verwendet, in der das Serin zu einem
nicht phosphorylierbaren Alanin mutiert wurde. Da das Fbw7-Wildtyp-Protein vom
phospho-Akt-Substrat-Antikdrper erkannt wurde, die S227A-Mutante jedoch nicht, kann
angenommen werden, dass Serin 227 in Fbw7 in vivo phosphoryliert wird (Abb. 6B, C, D).
Den Kinasen der AGC-Familie ist neben der Konsensussequenz auch die Regulation durch
PI3K-abhingige Signalwege gemein. Die Hemmung von PI3K durch die etablierten
Inhibitoren LY290024 und BEZ235 verhindert die Phosphorylierung von Fbw7 (Abb. 6C,
D), was darauf hindeutet, dass PI3K-nachgeschaltete Signalwege fiir die Serin 227-

Phosphorylierung verantwortlich sind.

7.1.4 Die Kinase fiir die Phosphorylierung von Fbw7 ist nicht Akt

Nachdem festgestellt wurde, dass Serin 227 in Fbw7 in vivo phosphoryliert wird, stellte
sich die Frage nach der verantwortlichen Kinase. Da Serin 227 in einer Akt-
Konsensussequenz ~ liegt, wurden in vitro Phosphorylierungsexperimente mit
rekombinanter Akt-Kinase durchgefiihrt (Abb. 7). Das in der Literatur als Akt-Substrat
beschriebene FoxO3a-Protein wurde als Positivkontrolle eingesetzt und wurde in vitro von
Akt phosphoryliert, womit sichergestellt werden konnte, dass das Experiment funktioniert
hat. Auch die Autophosphorylierung von Akt (Li et al., 2006) konnte in manchen

Experimenten nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Daraus wurde geschlossen, dass
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Serin 227 nicht von Akt, sondern von einer anderen Kinase der AGC-Familie mit gleicher
Konsensussequenz und Regulation durch PI3K phosphoryliert wird. Um die Kinase(n) zu
finden, die fiir die Phosphorylierung von Serin 227 in Fbw7 verantwortlich ist (sind), bietet
sich eine shRNA-basierte Hochdurchsatzanalyse an. Mittels kommerziell erhéltlicher
shRNA-Bibliotheken gegen humane Kinasen (Bernards et al., 2006) (oder eine Auswahl
daraus bestehend aus Sequenzen gegen Kinasen der AGC-Familie) konnen Zellen infiziert
und so die Expression der Kinasen gehemmt werden. Durch Immunfluoreszenz kdnnten
Substratproteine von Fbw7 (z. B. Myc) quantifiziert und so die Kinasen identifiziert
werden, die Einfluss auf die Aktivitit von Fbw7 haben. Dabei werden natiirlich viele
Kinasen gefunden werden, deren Einfluss auf die Myc-Menge nicht {iber die
Phosphorylierung von Fbw7 vermittelt wird. Um die Treffer auf Fbw7-Abhéngigkeit
einzugrenzen, sollte die Analyse parallel in Fbw7-profizienten und -defizienten Zellen
durchgefiihrt werden (HCT116, (Rajagopalan et al., 2004)). So koénnte man gezielt die
Kinasen weiter analysieren, deren Knockdown nur in den HCT116 Fbw7 +/+ Zellen einen
Einfluss auf die Menge an Fbw7-Substratproteinen hat, nicht jedoch in den HCT116
Fbw7 -/- Zellen.

7.1.5 Die Phosphorylierung von Serin 227 in Fbw7 beeinflusst sowohl die
Stabilitit von Fbw7-Substraten, als auch von Fbw7 selbst

Um zu untersuchen, welchen Einfluss die Phosphorylierung von Serin 227 auf die
Aktivitdt von Fbw7 zum Substratabbau hat, wurde die S227A-Punktmutante verwendet,
die den konstitutiv unphosphorylierten Zustand darstellt, im Vergleich zum Wildtyp-Fbw7,
das den phosphorylierten Zustand reprisentiert.

In Koexpressionsexperimenten von Fbw7 und seinen Substraten Myc oder Zyklin E konnte
festgestellt werden, dass die S227A-Mutante nur eine eingeschrinkte Fiahigkeit zum
Substratabbau besitzt, was darauf hindeutet, dass die Phosphorylierung eine Voraussetzung
fiir die volle Funktionsfahigkeit von Fbw7 ist (Abb. 8A). Dies konnte auch in Fbw7-
defizienten ~HCTI116-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 8B). In dieser
Kolonkarzinomzellinie wurden alle drei Fbw7-Isoformen durch homologe Rekombination
von Exon 5, welches fiir die F-Box codiert, inaktiviert (Rajagopalan et al., 2004). Daher
ermoglicht diese Zelllinie, den Effekt der Fbw7-Mutante ohne den Hintergrund von

endogenem Wildtyp-Protein oder anderen Isoformen von Fbw7 zu untersuchen. Die
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Proteinlevel von Myc und Zyklin E steigen in den Fbw7-defizienten Zellen im Vergleich
zu den parentalen Zellen stark an und gehen nach Rekonstitution mit Fow7-WT wieder
zurlick, mit Fbw7-S227A jedoch nicht in gleichem Mafle. Andere publizierte Substrate von
Fbw7, wie SREBP1, mTOR und Mcll zeigen jedoch keinerlei Stabilititsunterschiede in
Fbw7-profizienten oder -defizienten Zellen und dndern sich auch nicht nach Expression
von Fbw7-WT oder -Mutante. Es konnte sein, dass es sich hier um einen
zelllinienspezifischen Effekt handelt. Andererseits wurde die Stabilitdt dieser Proteine
nicht untersucht. Es ist also moglich, dass die Stabilitét tatsdchlich beeinflusst, aber durch

kompensatorische Mechanismen wieder maskiert wird.

Eine weitere Moglichkeit, den Effekt der Phosphorylierung zu untersuchen, wire die
Verwendung einer phosphomimetischen Punktmutante, in der das Serin durch eine saure
Aminosédure (Asparaginsidure oder Glutaminsdure) ersetzt ist. Die Carboxylgruppen dieser
Aminosduren konnen die negative Ladung einer Phosphorylierung nachahmen.
Experimente mit einer Fbw7-S227D- oder -S227E-Mutante zeigten jedoch, dass in diesem
Fall die phosphomimetischen Punktmutanten nicht in der Lage waren, den
phosphorylierten Status addquat zu imitieren (Daten nicht gezeigt). Ist die Kinase bekannt
und existieren Moglichkeiten, deren Aktivitit zu stimulieren, so ldsst sich der

phosphorylierte Zustand durch Stimulation erzeugen oder verstirken.

Die in den Fbw7-Wildtyp-exprimierenden Zellen beobachteten geringeren steady state
Proteinmengen der Fbw7-Substratproteine kdnnen verschiedene Ursachen haben und
miissen nicht zwangsldufig durch stirkeren proteasomalen Abbau zustande kommen. Um
zu zeigen, dass Fbw7-WT Myc und Zyklin E tatsdchlich schneller degradiert als die
Mutante, wurden Cycloheximid-Experimente durchgefiihrt. Da Cycloheximid die
Translation inhibiert, kann keine Proteinneusynthese stattfinden und der Abbau der
vorhandenen Proteinmenge kann iiber die Zeit verfolgt werden. In diesen Experimenten
zeigte sich, dass Fbw7-WT den Abbau von Myc und Zyklin E tatséchlich schneller fordern
kann als Fbw7-S227A (Abb. 8C). Besonders deutlich wird dies auch an der T58-
phosphorylierten Fraktion von Myc, die ja spezifisch von Fbw7 gebunden und abgebaut
werden kann (siehe Abschnitt 3.5.4). Aullerdem konnte durch diese Experimente eine
weitere, unerwartete Beobachtung gemacht werden: Auch die Stabilitit von Fbw7 selbst
wird durch die Mutation beeinflusst. Fbw7-S227A wird schneller abgebaut als die
Wildtyp-Form. Die geringere Stabilitit der Mutante konnte also zur geringeren Aktivitét

104



Diskussion

gegeniiber den Substraten beitragen. Ein beschriebener Mechanismus, iiber den der Abbau
von F-Box-Proteinen reguliert wird, ist die Ubiquitin-abhéngige Degradierung durch einen
autokatalytischen Prozess. Die Uberexpression eines Substrats fiihrt zur Stabilisierung des
F-Box-Proteins, ein Mechanismus, der die Mengen von spezifischen F-Box-Proteinen an
den Bedarf in einer bestimmten zelluldren Situation anpassen kann (Galan and Peter,
1999). Im Umkehrschluss sollten also F-Box-Proteine ihren eigenen Abbau vermitteln,
wenn ihre Substrate nicht mehr verfiigbar sind. Die weniger stabile Mutante von Fbw7
sollte also ihre Substrate effizienter abbauen konnen. In den vorliegenden Experimenten
wurde jedoch der gegenteilige Effekt festgestellt (Abb. 8A, B und C). Die
Phosphorylierung an Serin 227 konnte daher dazu dienen, den Abbau von Substraten und
den autokatalytischen Abbau zu entkoppeln, um das Gleichgewicht mehr in Richtung
Substratabbau zu verschieben. In in vivo-Ubiquitinierungs-Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass Fbw7-S227A auch in der Ubiquitinierung von Substratproteinen (Myc und
Zyklin E) eingeschréinkt ist (Abb. 8D). Somit erhoht die Phosphorylierung von Serin 227
die Féhigkeit von Fbw7 zur Ubiquitinierung von Substratproteinen, was mit einer

Verringerung der Menge an unmodifiziertem Protein einhergeht.

7.1.6 Die subzellulire Lokalisation und bekannte Interaktionen von Fbw?7

werden nicht von der Phosphorylierung an Serin 227 beeinflusst

Die Phosphorylierung von Serin 227 beeinflusst die Funktion von Fbw7. Die
unphosphorylierte Form von Fbw7 kann Substratproteine schlechter ubiquitinieren und
abbauen und ist selbst weniger stabil als die potentiell phosphorylierte Wildtyp-Form
(Abb. 8).

Es stellt sich die Frage nach der molekularen Ursache fiir diesen Effekt. Eine Moglichkeit
wire, dass die Phosphorylierung die subzellulire Lokalisation beeinflusst. Isoform-
spezifische regulatorische Sequenzen bestimmen die subzelluldre Lokalisation: Fbw7a
befindet sich vor allem im Nukleus, Fbw7f im Zytoplasma und Fbw7y im Nukleolus
(Welcker and Clurman, 2008). Es sind Beispiele bekannt, wie interagierende Proteine und
posttranslationale Modifikationen die Lokalisation bestimmter Isoformen beeinflussen. So
wird z.B. Fbw7a im isoformspezifischen Amino-Terminus nahe am nukleédren
Lokalisierungssignal von der Proteinkinase PKC phosphoryliert, was die Aktivitdt des

nukledren Lokalisierungssignals abschwicht und zur zytoplasmatischen Relokalisation
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beitragen kann (Durgan and Parker, 2010). Fiir die nukleoldre Lokalisation von Fbw7y
hingegen ist die Interaktion mit dem Pseudosubstrat Ebp2 notwendig (Welcker et al.,
2011); ebenso wurde die Interaktion mit Nukleophosmin als entscheidend fiir die Stabilitét

und nukleoldre Lokalisation von Fbw7y festgestellt (Bonetti et al., 2008).

Immunfluoreszenzuntersuchungen mit Fbw7-Wildtyp und -S227A zeigten keinen
Unterschied in der subzelluldren Lokalisation dieser beiden Proteine; beide waren im

Zellkern lokalisiert, was typisch fiir die a-Isoform ist (Abb. 9A).

Des Weiteren sollte untersucht werden, ob bekannte Interaktionen durch die
Phosphorylierung von Fbw7 beeinflusst werden. Uber die F-Box bindet Fbw7 an Skp1, das
Adapterprotein des SCF-Komplexes, welches die weiteren Komponenten des Komplexes
rekrutiert (siche auch Abb. 5). Wirde die S227-Phosphorylierung diese Interaktion
fordern, so konnte eine nicht phosphorylierbare Mutante von Fbw7 den SCF-Komplex
nicht so gut rekrutieren und folglich Substrate nicht so gut ubiquitinieren und degradieren.
Immunprézipitationsexperimente konnten jedoch zeigen, dass sowohl Fbw7-WT als auch

Fbw7-S227A mit Skpl interagieren konnen (Abb. 9B).

Wie bereits in Abschnitt 3.6.2 beschrieben, kann Fbw7 Homodimere ausbilden, wodurch
der Abbau von Substraten mit schwachen CPDs gefordert wird (Tang et al., 2007). Wenn
die Phosphorylierung von Serin 227 notwendig fiir die effiziente Homodimerisierung wire,
konnte das die eingeschrinkte Funktion der Mutante erkldren. Jedoch konnte gezeigt
werden, dass sowohl Fbw7-WT als auch Fbw7-S227A in der Lage ist, Fbw7-Wildtyp zu
binden (Abb. 9C). Eine bekannte dimerisierungsdefiziente Mutante von Fbw7 (LI265EE)
hingegen konnte dies nicht. Dariiberhinaus hemmt die S227A-Mutation weder die
Interaktion mit Usp28, noch die Fihigkeit von Fbw7 zur Substratbindung (Daten nicht
gezeigt). Allerdings wurde nicht untersucht, ob Fbw7-S227A Homodimere bilden kann.
Dazu miissten die Experimente in Fbw7-defizienten HCT116-Zellen wiederholt werden,
um Effekte von endogenem Fbw7-WT auszuschlieBen. Weitere Moglichkeiten, um zu
iiberpriifen, ob Interaktionen phosphorylierungsabhingig sind, wére die Durchfiihrung von
Immunprézipitationen in An- und Abwesenheit einer Phosphatase oder, wenn die Kinase
bekannt ist, Immunprézipitationen mit und ohne Knockdown der Kinase.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die PI3K-abhidngige Phosphorylierung
von Fbw7 nicht notwendig fiir die subzelluldre Lokalisation und bekannte Interaktionen ist

und dass die eingeschriankte Funktion der Mutante eine andere, bisher uncharakterisierte
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Ursache haben muss. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um herauszufinden, welche

molekulare Ursache der eingeschriankten Funktion der Mutante zugrunde liegt.

7.1.7 Die Serin 227-Phosphorylierung hat Einfluss auf die biologische
Aktivitit von Fbw7

In Experimenten, bei denen in Zellen durch den Entzug von Serum Apoptose ausgeldst
wird, konnte festgestellt werden, dass Zellen mit der S227A-Mutante eine schwéchere
apoptotische Antwort zeigen als Zellen mit Fbw7-WT (Abb. 10A, 0,05 % FBS). Dies ist

konsistent mit einer geringeren biologischen Aktivitit der Fbw7-Mutante.

Um den Effekt der Phosphorylierung auf die Aktivitdit von Substratproteinen zu
untersuchen, wurden quantitative RT-PCR-Untersuchungen von transkriptionellen Myc-
Zielgenen durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass es Myc-Zielgene gibt, die in gleicher
Weise auf die beiden Fbw7-Proteine reagieren. Diese sind also bei Myc-aktivierten Genen
in gleichem Ausmall herunterreguliert und bei Myc-reprimierten Genen im gleichem
Ausmal} hochreguliert im Vergleich zu Zellen ohne Fbw7. Gleichzeitig wurden aber auch
Gene gefunden, die eine schwichere Reaktion auf das mutierte Fbw7 zeigten (Abb. 10C).
Daraus kann geschlossen werden, dass die schwichere Fbw7-Aktivitit und die
resultierende hohere Myc-Proteinmenge in Zellen mit Fbw7-S227A auf verschiedene Myc-
Zielgene einen unterschiedlich starken Effekt hat. Bei manchen Myc-Zielgenen ist
offensichtlich eine stirkere Fbw7-Aktivitit notwendig, um die Myc-abhéngige Aktivierung
oder Repression zu antagonisieren. Um genauen Aufschluss iiber die Gruppen der Myc-
Zielgene, die differentiell auf die verschiedenen Fbw7-Proteine reagieren, zu erhalten, sind
globalere Genexpressionsanalysen notwendig. Eine Mdoglichkeit wire ein Microarray in
Fbw7-defizienten HCT116-Zellen, die mit Fbw7-WT oder -S227A rekonstituiert worden
sind, im Vergleich zu den nur mit dem Leervektor infizierten Zellen. So konnten die
Unterschiede in den Genexpressionprofilen von transkriptionellen Myc-Zielgenen und
auch anderen Fbw7-Substraten umfassend analysiert und gemeinsame Muster gefunden
werden, nach denen ein Gen stark oder schwach auf die unterschiedliche Fbw7-Aktivitit

reagiert.
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7.1.8 Die Bedeutung der Serin 227-Phosohorylierung von Fbw7

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Fbw7 an Serin 227 phosphoryliert wird. Dies
geschieht durch Signalwege, die der PI3-Kinase nachgeschaltet sind. Die Konsequenzen
dieser Phosphorylierung sind eine verstirkte Féhigkeit von Fbw7, Substrate wie Myc und
Zyklin E zu ubiquitinieren und ihren Abbau zu fordern. Gleichzeitig stabilisiert die
Phosphorylierung Fbw7 selbst. Auch die Féhigkeit, unter Serumentzug Apoptose
auszulosen und die transkriptionelle Aktivitit von Myc zu hemmen, wird durch die

Phosphorylierung verstérkt.

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen dieser Arbeit wurde von Mo et al. beschrieben,
dass Fbw7 an Serin 227 phosphoryliert wird (Mo et al., 2011). Als Kinase identifizierten
Mo et al. die Serum- und Glukokortikoid-induzierte Kinase SGK1. SGK1 gehdrt zur
Familie der AGC-Proteinkinasen. Wie der Name andeutet, wird diese Kinase durch Serum
und Glukokortikoide aktiviert. Die im Serum enthaltenen Wachstumsfaktoren wirken tiber
den PI3K-Signalweg, der dann iiber mTORCI1- und PDK1-vermittelte Phosphorylierung
SGK1 aktiviert (Hong et al., 2008; Kobayashi and Cohen, 1999). Ein Beispiel fiir ein
Glukokortikoid ist Dexamethason, welches zur experimentellen SGKI-Aktivierung
eingesetzt wird, aber auch in der Behandlung von Patienten mit einer akuten
lymphatischen Leukémie der T-Zellen (T-ALL) Verwendung findet (Kiefer et al., 1995).
Mo et al. haben gezeigt, dass die SGK1-abhéngige Phosphorylierung von Serin 227 an
Fbw7 die Ubiquitinierung und den Abbau der intrazelluliren Domine von Notchl
(Notchl-IC) fordert. Die Aktivierung von SGKI1 durch Dexamethason verstirkt die
Phosphorylierung von Fbw7 und reduziert die Proteinmenge von Notchl-IC. Es wurde
auch der Effekt der Fbw7-S227A-Punktmutante auf die Mengen an Substratproteinen
untersucht. In Abwesenheit von iiberexprimierter SGK1 ist kaum ein Unterschied in der
Proteinmenge von Notchl-IC mit Fbw7-Wildtyp oder -S227A zu erkennen. Erst bei der
Uberexpression von SGK1 kann Fbw7-Wildtyp die Menge an Notchl-IC effizient
reduzieren, wihrend die Uberexpression von SGKI in Fbw7-S227A-exprimierenden
Zellen keinen Effekt zeigt. In Bezug auf die Regulation des Myc-Proteins wurde
festgestellt, dass Fbw7-Wildtyp in Abwesenheit von {iberexprimierter SGK1 in der Lage
ist, die Proteinmenge an Myc effizient zu reduzieren, wihrend die Fbw7-S227A-Mutante

dazu nicht im selben Ausmall fdhig ist. Diese Beobachtung ist konsistent mit den
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Ergebnissen dieser Arbeit, wo die S227A-Mutante ebenfalls Myc weniger effizient
abbauen kann als das Wildtyp-Protein (Abb. 8A). Die Uberexpression von SGK1 hat
keinen Effekt auf die Fbw7-S227A-Mutante, verhindert jedoch den Fbw7-Wildtyp-
vermittelten Myc-Abbau. Die Autoren haben daraus geschlossen, dass die
Phosphorylierung von Fbw7 an Serin 227 durch SGK1 die Aktivitdt von Fbw7 zum Abbau
von Notchl-IC verstérkt, wihrend SGK1 den Abbau von Myc eher hemmt.

Als weiterfiihrende Versuche konnten Phosphorylierungsexperimente mit SGK1 als
Kinase und Fbw7-WT und -S227A als Substrate durchgefiihrt werden. Dabei wiirde es sich
anbicten, SGKI1 nicht nur in rekombinanter Form zu verwenden, sondern auch
Experimente mit {iberexprimierter und prézipitierter SGK1 durchzufiihren. Dadurch hat
man die Moglichkeit, die Zellen mit Dexamethason zu behandeln, und kann so testen, ob
die Aktivierung von SGK1 die Phosphorylierung von Fbw7 verstirkt. Aulerdem ist ein
spezifischer SGK1-Inhibitor verfiigbar (GSK650394, (Sherk et al., 2008)), der ebenfalls in
den Kinaseexperimenten eingesetzt werden kann, was zu einer Abschwichung oder
Authebung des Phosphorylierungssignals fiihren sollte. Neben den radioaktiven in vitro-
Experimenten konnten auch in vivo-Versuche durchgefiihrt werden, um den Einfluss der
Aktivierung oder Inhibierung von SGKI1 auf das Signal des phospho-Akt-Substrat-

Antikorpers zu untersuchen.

Es ist moglich, dass SGK1 fiir die in dieser Arbeit beobachteten Effekte verantwortlich ist.
Ebenso ist denkbar, dass verschiedene andere Kinasen mit derselben Substratspezifitét
Fbw7 an Serin 227 phosphorylieren konnen. In jedem Falle wird die Phosphorylierung
durch den Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)-Signalweg reguliert. Der PI3K-Signalweg
gehdrt zu den am hiufigsten aktivierten Signalwegen in humanen Tumoren
(zusammengefasst in (Cully et al., 2006)) und wird durch Wachstumsfaktoren aktiviert, die
an Rezeptortyrosinkinasen an der Zelloberfliche binden. Aktive PI3K ist in der Lage,
bestimmte Plasmamembranlipide zu phosphorylieren (so entsteht aus Phosphatidylinositol-
(4,5)-bisphosphat (PIP,) Phosphatidylinositol-(3,4,5)-trisphosphat (PIP;)). PIP; dient als
Andockstelle fiir zytoplasmatische Proteine mit einer Pleckstrin-Homologie-Doméne wie
die Kinase Akt, die dann durch Phosphorylierungen aktiviert wird. Aktive Akt-Kinase
phosphoryliert wiederum eine Reihe von proapoptotischen oder antiproliferativen

Zielproteinen, was hemmend auf deren Funktion wirkt, sodass das Resultat des aktivierten
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PI3K/Akt-Signalweges Uberleben, Proliferation und Wachstum der Zellen ist. PI3K kann

auch direkt von Ras gebunden und aktiviert werden.

Wachstumsfaktor

Zellmembran

}
!
}
&

TSC
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Procaspase9
Proliferation l
Uberleben
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Wachstum

Abb. 25: Schematische Darstellung des PI3K/Akt-Signalweges

Rezeptortyrosinkinasen (RTK) die durch die Bindung von Wachstumsfaktoren aktiviert wurden, 16sen
intrazelluldre Signalkaskaden aus, die zur Aktivierung von Ras und PI3K fithren. Durch die
Phosphorylierung von Membranlipiden fordert PI3K die Aktivierung von Akt, welches iiber inhibiotorische
Phosphorylierungen von verschiedenen Zielproteinen zu Uberleben, Proliferation und Wachstum der Zelle
beitragt. Die Aktivierung von PI3K kann ebenfalls durch direkte Interaktion mit Ras erfolgen (angelehnt an
(Cully et al., 2006)).

Warum sollte PI3K, eine Kinase, die das Wachstum und Uberleben von Zellen fordert, die
Aktivitdt eines Tumorsuppressorproteins wie Fbw7 stimulieren? Es wire mdglich, dass die
Phosphorylierung von Serin 227 die Menge und Aktivitit von verschiedenen Fbw7-
Substraten so einstellt, dass das Gesamtresultat zum PI3K-vermittelten Wachstum und
Uberleben beitriigt. Einige Fbw7-Substrate wie Myc und Jun sind in der Lage, Apoptose
auszulosen (Bossy-Wetzel et al, 1997; Prendergast, 1999). Die spezifische
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Herunterregulation dieser Proteine kdnnte Apoptose verhindern und so das Uberleben der
Zellen ermoglichen. Es wurde bereits ein Beispiel gefunden, wie der PI3K-Signalweg die
Myc-induzierte Apoptose abwenden kann: Im Eu-Myc-Lymphommodell konnte gezeigt
werden, dass der PI3K-Signalweg iiber die translationale Aktivierung des
antiapoptotischen Proteins Mcll die Myc-induzierte Apoptose verhindern, und so die Myc-
induzierte Tumorentstehung beschleunigen kann (Mills et al., 2008). Des Weiteren wurde
bereits beobachtet, dass die Menge an Myc-Protein der Faktor ist, der {iber das Resultat der
onkogenen Aktivierung von Myc entscheidet. Wihrend niedrigere Mengen an
dereguliertem Myc Proliferation auslosen, fiihren groe Mengen an Myc-Protein zur
Apoptose (Murphy et al., 2008). Somit kdnnte die PI3K-induzierte Steigerung der Fbw7-
Aktivitdt zu einer Reduktion der Myc-Level fithren, was Proliferation ermdglicht, ohne
dass Apoptose ausgeldst wird. AuBBerdem ist bekannt, dass die Phosphorylierung von T58
in Myc nicht nur Voraussetzung fiir die Bindung durch Fbw7, sondern auch fiir die Myc-
induzierte Apoptose ist (Hemann et al., 2005). Somit verhindert PI3K die Myc-induzierte
Apoptose auf zwei Wegen: Zum einen durch die Hemmung von GSK3p, die die
Phosphorylierung von Myc an T58 verhindert, sodass keine proapoptotische Form von
Myc entsteht. Zum anderen durch die Phosphorylierung und Aktivierung von Fbw7,
welches dann bestehendes T58-phosphoryliertes Myc effizienter abbauen kann (Abb. 8C).

Die unphosphorylierbare Punktmutante von Fbw?7 ist in ihrer Funktion schwiécher als das
Wildtyp-Protein, ist aber noch zu einem gewissen Grad funktional (Abb. 8). Daher ist es
moglich, dass die Aktivierung von Fbw7 durch die PI3K-vermittelte Phosphorylierung nur
ndtig ist, um bestimmte Funktionen der Substratproteine zu hemmen. Die qRT-PCR-
Analyse zeigte, dass die Phosphorylierung von Fbw7 nur fiir die Herunterregulation einer
Gruppe von Myc-Zielgenen erforderlich ist (Abb. 10C), dass also unterschiedliche Myc-
Mengen notwendig sind, um verschiedene Zielgene zu transaktivieren oder zu reprimieren.
Somit ist die Regulation von Fbw7 durch PI3K notwendig, um selektiv den Abbau

bestimmter Substrate zu verstirken und dariiber die Aktivitdt der Substrate zu regulieren.

Eine mogliche Erklarung, warum die PI3K-vermittelte Fbw7-Phosphorylierung nur eine
Untergruppe an Myc-Zielgenen beeinflusst, wire die gezielte Eliminierung von
bestimmten funktionellen Pools von Myc-Protein. Ein funktioneller Pool kann durch
bestimmte Phosphorylierungen gekennzeichnet sein. Generell ermoglicht der

phosphorylierungsabhéngige Abbau, die Menge an Proteinen schnell an die durch
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bestimmte Signale vermittelten zelluldren Erfordernisse anzupassen. Wenn die
Phosphorylierung eines Proteins aber auch funktionelle Interaktionen mit anderen
Molekiilen als Ubiquitin-Ligasen vermittelt, dann reguliert der
phosphorylierungsabhéngige Abbau nicht nur die Menge an Protein, sondern auch die
Funktion. Zum Beispiel konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung von Myc an
Serin 62 notwendig fiir die Induktion von Genen ist, die die zellulire Antwort auf
oxidativen Stress vermitteln (Benassi et al., 2006). Dariiberhinaus wurde auch gezeigt, dass
die Phosphorylierung an Threonin 58 neben der Fbw7-vermittelten Degradierung auch fiir
die Myc-induzierte Apoptose notwendig ist (Hemann et al., 2005). Wenn die PI3K-
vermittelte Fbw7-Phosphorylierung also dafiir sorgt, dass selektiv ein solcher funktioneller
Pool von Myc-Protein abgebaut wird, dann koénnen so spezifische Funktionen von Myc
beeinflusst werden. Somit konnte ein Mechanismus gefunden worden sein, iiber den der
Ubiquitin-abhingige Proteinabbau die Aktivitit eines Substratproteins nicht nur quantitativ

sondern auch qualitativ beeinflusst.

Um umfassendere Erkenntnisse liber die biologische Funktion und Relevanz des in dieser
Arbeit charakterisierten Signalwegs zu erlangen, bietet es sich an, humane Tumore nach

Mutationen in den beteiligten Proteinen zu untersuchen.

Aktivierende Mutationen des PI3K-Signalweges werden sehr hiufig in humanen Tumoren
gefunden. Dabei konnen alle Ebenen des Signalweges betroffen sein: Es wurden
aktivierende ~ Mutationen von PI3K, die Uberexpression von Akt oder
Wachstumsfaktorrezeptoren und die Inaktivierung von PTEN beobachtet. Auch Fbw?7 liegt
in ungefahr 6 % der humanen Tumore mutiert vor; dabei kann die chromosomale Region
des Fbw7-Gens deletiert sein oder es liegen Punktmutationen vor, die die Substratbindung
storen oder zum vorzeitigen Kettenabbruch bei der Translation und somit zu einem
verkiirzten Protein fiihren. All diese Mutationen konnen die Funktion von Fbw7 storen
bzw. komplett ausschalten. Bisher gibt es noch keine Berichte iiber die spezifische
Mutation von Serin 227 in humanen Tumoren. Es wire interessant zu wissen, ob
Mutationen dieser Stelle vorliegen und ob sie einen selektiven Vorteil vermitteln, da
onkogene Substratproteine dann stabiler sind. Ebenso wére es interessant zu wissen, wie
sich der Phosphorylierungsstatus von nicht-mutiertem Serin 227 in humanen Tumoren
darstellt. Dazu wiirde man Fbw7 aus Tumorproben durch eine Immunprizipitation

isolieren und im Western Blot mit einem spezifischen Antikdrper gegen das
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phosphorylierte Peptid um Serin 227 (oder alternativ dem phospho-Akt-Substrat-
Antikorper) analysieren. Der Vergleich mit normalen Gewebeproben konnte zeigen, ob
eine Hypophosphorylierung von Serin 227 gefunden wird, was zu einer geringeren
Aktivitdit von Fbw7 und somit zu einer Anreicherung seiner onkogenen Substrate fiihrt
oder ob vielmehr in Tumoren eine Hyperphosphorylierung dieser Stelle vorliegt, die die
Aktivitdt von Fbw7 steigert und so die Menge an proapoptotischen Substraten senkt und

zum Uberleben der Tumorzellen beitrigt.

Es konnte auch aufschlussreich sein zu untersuchen, ob es eine Korrelation zwischen der
Mutation bzw. dem Phosphorylierungsstatus von Serin 227 und dem Vorhandensein von

stabilisierenden Mutationen in Myc oder anderen onkogenen Fbw7-Substratproteinen gibt.

AuBlerdem konnte ein Knock-In-Mausmodell, bei dem die S227A-Mutation in den
endogenen Fbw7-Lokus eingebracht wird, die Relevanz der Phosphorylierung in
verschiedenen Kontexten aufzeigen, z. B. flir die Initiation und Aufrechterhaltung von

Tumoren in verschiedenen Tumormodellen.
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7.2  Charakterisierung eines konditionalen Usp28-Knockout-Mausmodells

7.2.1 Die Bedeutung von Myc in humanen Tumoren

Das Proto-Onkoprotein Myc ist an der Regulation vieler zelluldrer Prozesse beteiligt, die
die Tumorentstehung férdern konnen. Wie bereits in Abschnitt 3.4 beschrieben, aktiviert
Myc Proliferation, Zellwachstum, Metabolismus und Translation und reprimiert
Differenzierung und Adhédsion. Das macht Myc zu einem sehr wichtigen Protein fiir die
normale Zellfunktion, dessen Deregulation fatale Konsequenzen hat. Etwa 70 % aller
humanen Tumore weist eine deregulierte Expression von Myc auf. Dies korreliert oft mit
einer aggressiven Erkrankung mit schlecht differenzierter Histologie und einer negativen
Prognose fiir die Patienten (Nilsson and Cleveland, 2003). Dabei koénnen Tumore in
verschiedenen Geweben auftreten, wie zum Beispiel Kolon-, Brust-, Zervix- und
kleinzellige Bronchialkarzinome, Melanome und hidmatologische Tumore. Die onkogene
Aktivierung von Myc kann verschiedene molekulare Ursachen haben, z. B. chromosomale
Translokationen, Gen-Amplifikationen, Punktmutationen oder Veridnderungen in Myc-
regulierenden Signalwegen, die zu einer Uberexpression, einer verstirkten Translation

oder einer erhohten Proteinstabilitét fiihren.

In hdmatologischen Tumoren werden hiufig chromosomale Translokationen des MYC-
Gens gefunden, die die kodierende Sequenz von MYC unter die Kontrolle eines aktiven
Promotors oder Enhancers bringen. Somit sind endogene Transkriptionskontrolle und
Autosuppressionsmechanismen nicht mehr moglich und MYC wird iiberexprimiert. Die in
80 % der humanen Burkitt-Lymphome auftretende Translokation zwischen Chromosom 8
und 14 bringt das MYC-Gen unter Kontrolle des FEnhancers der schweren
Immunglobulinkette (Ew) und verursacht eine B-Zell-spezifische, konstitutive
Uberexpression und die Ausbildung eines B-Zell-Lymphoms (Adams et al., 1983). Wie
schon in Abschnitt 3.5.4 beschrieben, werden in Burkitt-Lymphomen oftmals auch
sekundire Mutationen in der Myc-Sequenz gefunden, die die Stabilitdt (Salghetti et al.,
1999) und das Transformationspotential (Hemann et al., 2005) erhohen und den

Tumorzellen dadurch einen selektiven Vorteil bringen.

In soliden Tumoren hingegen werden vermehrt Amplifikationen des MYC-Gens gefunden.

Besonders gut beschrieben sind Genamplifikationen fiir N-Myc in Neuroblastomen
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(Brodeur et al., 1984; Schwab et al, 1984) und L-Myc in kleinzelligen
Bronchialkarzinomen (Nau et al., 1985); die Amplifikation korreliert dabei mit einer
schlechten Prognose fiir die Patienten. Ein Beispiel fiir einen Signalweg, der in aktivierter
Form zu einer erhdhten MYC-Expression fiihrt, ist der Wnt-Signalweg. Liegt das APC-
Tumorsuppressorgen in mutierter Form vor, so kommt es zur Akkumulation von
-Catenin, welches dann iiber die Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor Tcf-4 zu einer

erhohten Expression von MYC fiihrt (He et al., 1998).

7.2.2 Mausmodelle validieren die therapeutische Relevanz der Inhibierung

von Myc

Durch verschiedene Mausmodelle konnte ein direkter kausaler Zusammenhang zwischen
Myc-Uberexpression und Tumorentstehung nachgewiesen werden, z. B. bei dem in dieser
Arbeit verwendeten Modell fiir B-Zell-Lymphome (Adams et al., 1985) oder bei Modellen

fiir Karzinome der Brust (Schoenenberger et al., 1988).

Interessanterweise ist Myc jedoch nicht nur wichtig fiir die Entstehung von Tumoren,
sondern auch fiir deren Aufrechterhaltung. In einem Mausmodell, in dem ein Tetrazyklin-
regulierbares Myc-Konstrukt gewebespezifisch exprimiert wird, konnte gezeigt werden,
dass die anhaltende Expression des exogenen Myc-Allels zur Entstehung von Tumoren
filhrte, die anschlieBende Inaktivierung des Allels hatte jedoch die Regression dieser
etablierten Tumore zur Folge, was mit proliferativem Arrest, Differenzierung und

Apoptose der Tumorzellen einherging (Felsher and Bishop, 1999).

In Mausmodellen fiir das multiple Myelom konnte ein niedermolekularer Inhibitor von
BET (bromodomain and extra-terminal)-Proteinen selektiv die Expression von Myc und
von Myc-Zielgenen reprimieren. BET-Proteine binden an acetylierte Histone, die
spezifisch an aktivem Chromatin zu finden sind und wirken offensichtlich als
transkriptionelle Koaktivatoren von Myc. Es konnte gezeigt werden, dass die Enhancer der
schweren Immunglobulinkette, in deren Ndhe Myc in multiplen Myelomen héufig
transloziert ist, besonders stark von BET-Proteinen gebunden waren. Die Behandlung der
Maiuse mit dem BET-Inhibitor verhinderte die Assoziation der BET-Proteine mit den
IgH-Enhancern und fiihrte zu verringerter TumorgroBe und lingerem Uberleben der Tiere.

Dies stellt ein Beispiel dar, wie iiber die Inhibition von Koaktivatoren von Myc spezifisch
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Einfluss auf die Myc-abhéngige Transkription und die Aufrechterhaltung Myc-abhéngiger

Tumore genommen werden kann (Delmore et al., 2011).

In einem anderen Mausmodell wurde eine dominant-negative Form von Myc (Omomyc)
verwendet. Bei Omomyc handelt es sich um eine mutierte Form der BR-HLH/LZ-Doméne
von Myec, die mit Myc dimerisieren kann und so kompetitiv die Bindung von Myc an
seinen eigentlichen Dimerisierungspartner, Max, verhindert. Im Gegensatz zu Myc-Max-
Dimeren konnen Myc-Omomyc-Dimere jedoch nicht an E-Box-Elemente der DNA
binden, sodass die Myc-abhingige transkriptionelle Aktivierung blockiert wird, wihrend
die Repression weiter stattfinden kann. In einem Mausmodell, bei dem onkogenes Kras zur
Ausbildung von Lungenkarzinomen fiihrt, konnte durch die Expression von Omomyc eine
Regression der etablierten Tumore festgestellt werden (Soucek et al., 2008). Allerdings
fiilhrt die systemische Myc-Inhibierung auch zu einer verringerten Proliferationsrate in
normalen regenerativen Geweben wie Haut, Darm und Hoden. Jedoch wurden diese
Nebenwirkungen von den Méiusen iiber einen langeren Zeitraum gut toleriert und waren
komplett reversibel. Dadurch zeigt sich, dass nur die Tumorzellen, nicht jedoch normale
proliferierende Zellen eine Abhingigkeit von Myc fiir ihr Uberleben aufweisen. Diese
Beobachtungen zeigen, dass die Inhibierung von Myc in Tumoren (sogar in solchen, in

denen Myc nicht das auslosende Onkogen war) therapeutisch vielversprechend ist.

Ein Problem bei der Entwicklung von potentiellen Myc-inhibierenden Wirkstoffen stellt
jedoch die Tatsache dar, dass es sich bei Myc um einen Transkriptionsfaktor handelt, der
im Gegensatz zu Enzymen kein aktives Zentrum besitzt, mit dem ein Wirkstoff
interferieren konnte. Myc {ibt seine Funktionen iiber Protein-Protein- und Protein-DNA-
Interaktionen aus und diese sind mit niedermolekularen Wirkstoffen schwer zu storen.
Daher sind Signalwege, die wichtig fiir die Stabilitdt oder Funktion von Myc sind,
verstdrkt ins Zentrum der Suche nach Angriffspunkten fiir die indirekte Inhibierung von

Myc geriickt.

7.2.3 Usp28 als Protein, das wichtig fiir die Stabilitit von Myc ist

Usp28 wurde in einem retroviralen shRNA-Screen gefunden, bei dem Gene identifiziert
werden sollten, die essentiell fiir die Funktion von Myc sind. Der Screen basierte auf der
Fahigkeit von Myc, in Abwesenheit von Wachstumsfaktoren Apoptose auszuldsen.

shRNAs, die die Apoptose unter diesen Bedingungen verhindern konnten und das
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Wachstum der Zellen erlaubten, waren gegen Gene gerichtet, die notwendig fiir die Myc-
induzierte Apoptose sind. Neben Genen, deren Verbindung zur Myc-induzierten Apoptose
schon bekannt war, wurden auch viele Gene gefunden, die bisher nicht mit der Myc-
Funktion in Verbindung gebracht wurden. Eines dieser Gene war die Ubiquitin-spezifische

Protease Usp28, die darauthin genauer untersucht wurde (Popov et al., 2007b).

Usp28 kann Myc direkt deubiquitinieren, indem es an die Ubiquitin-Ligase Fbw7 bindet.
Dabei bildet Usp28 selektiv mit der nukledren Isoform Fbw7a und Myc einen ternéren
Komplex. Die Interaktion eines deubiquitinierenden Enzyms mit einer Ubiquitin-Ligase
wurde schon vorher beschrieben, z. B. bei USP7 und Mdm?2 (Li et al., 2004) oder USP33
und VHL (Li et al., 2005). Sie vermittelt vermutlich die Spezifitit des deubiquitinierenden
Enzyms gegeniiber bestimmten Substraten. Es ist auch denkbar, dass dieser Mechanismus
eine schnelle Anpassung der Myc-Proteinmenge in Reaktion auf extrazelluldre Stimuli wie
Wachstumsfaktoren oder intrazelluldre Signale wie DNA-Schaden ermdglicht. Es konnte
gezeigt werden, dass Usp28 fiir die Stabilitdit von Myc notwendig ist und dass es einen
limitierenden Faktor fiir die Proliferation von Tumorzelllinien darstellt. Der RNAi-
vermittelte Usp28-Knockdown fithrt dazu, dass Myc instabil wird, was auf verstirkten
Fbw7-abhédngigen Abbau zuriickzufiihren ist. Im Gegensatz zu Wildtyp-Myc kommt es bei
Verwendung der TS8A-Mutante von Myc, die nicht durch Fbw7 abgebaut werden kann,
durch den Usp28-Knockdown nicht zum Wachstumsarrest, was zeigt, dass Myc das
kritische Zielprotein fiir diesen Phénotyp ist. In humanen Tumoren von Kolon und Brust
wurden erhohte Mengen von Usp28-Protein gefunden. Diese Resultate weisen darauf hin,
dass die Inhibierung von Usp28 eine sinnvolle therapeutische Strategie fiir Myc-abhéngige
Tumore darstellt. Die Inhibierung von Usp28 durch niedermolekulare Wirkstoffe sollte
erreichbar sein, da Usp28 zur Gruppe der Cysteinproteasen gehort, die als Angriffspunkt
fiir Therapeutika geeignet sind. Es wurden bereits zahlreiche Cysteinproteaseinhibitoren
entwickelt und in klinischen Studien gegen verschiedene Erkrankungen getestet. Ein
Breitspektrum-Caspaseinhibitor (IDN-6556) wird z. B. schon in Phase II-Studien Patienten
nach einer Lebertransplantation verabreicht (Leung-Toung et al., 2006). Ein weiteres
Beispiel ist der niedermolekulare Wirkstoff WP1130, der die DUB-Aktivitit von
mehreren, in Tumoren aktivierten DUBs inhibiert und in Tumorzellen einen

antiproliferativen und proapoptotischen Effekt hat (Kapuria et al., 2010).
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7.2.4 Ein konditionales Knockout-Mausmodell fiir Usp28

Es konnte gezeigt werden, dass Usp28 essentiell fiir die Funktion von Myc und fiir die
Proliferation von Tumorzelllinien ist. Um dieses Konzept genetisch zu validieren, wurde

ein konditionales Knockout-Mausmodell fiir Usp28 etabliert.

Das Transgen wurde so generiert, dass eine Cre-Rekombinase die Deletion der Exons 4
und 5 bewirkt. Dies fiihrt zum Funktionsverlust von Usp28, da diese Exons fiir die
katalytische Domine von Usp28 kodieren (vergleiche auch Abschnitt 6.2.1). Durch
Verpaaren der Usp28 fl/fl-Tiere mit Maustimmen, die eine konstitutive (Zp3-Cre) oder
konditionale (Rosa26-CreER'?) Cre-Rekombinase exprimieren, wurde der Einfluss der
Usp28-Deletion auf die Entwicklung und die Gewebehomdoostase untersucht. Mit Hilfe des
Eu-Myc-Tumormodells wurde die Bedeutung von Usp28 fiir die Myc-abhingige

Tumorentstehung analysiert.

7.2.5 Effiziente Usp28-Deletion durch verschiedene Cre-Rekombinasen

In der vorliegenden Arbeit wurde die Usp28-Deletion auf verschiedene Arten erreicht.
Zum einen wurden Usp28 fl/fl-MEFs retroviral mit einem Vektor infiziert der fiir eine
konstitutive Cre-Rekombinase kodiert. Zum anderen wurden Usp28 fl/fl-Miuse mit
Rosa26-CreER"- oder Zp3-Cre-Miusen verpaart und Organe bzw. MEFs von doppelt
transgenen Tieren untersucht. Dabei konnte festgestellt werden, dass die Cre-vermittelte
Rekombination von Usp28 in allen diesen Konfigurationen erfolgreich war. Auf DNA-,
RNA- und Proteinebene wurde Usp28 effizient deletiert (Abb. 13, 14, 15, 18 und 19).
Einzig bei Usp28 fl/fl; Rosa26-CreER'>-Tieren, in denen die Rekombinase durch
Tamoxifeninjektionen aktiviert wurde, war keine vollstindige Usp28-Deletion
festzustellen, sondern nur eine Reduktion der mRNA-Menge um mehr als 50 % (Abb.
14B). Da in den MEFs desselben Genotyps die 4-OHT-Behandlung zu einer vollstdndigen
Deletion fiihrt (Abb. 15B), ist anzunehmen, dass der Grund fiir die unvollstindige
Rekombination in den Organen die mangelhafte Verteilung des Tamoxifens im Gewebe
ist. Dariiberhinaus konnte auch noch untersucht werden, ob mehr Injektionen oder eine
lingere Wartezeit nach der letzten Injektion zu einer besseren Rekombinationseffizienz

fiihren. Generell ist davon auszugehen, dass die Cre-Rekombinase in einer Zelle immer
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vollstdndig wirkt, also beide Allele rekombiniert, sodass hier kein heterozygoter Genotyp

vorliegen sollte.

7.2.6 Auswirkungen einer kompletten Usp28-Deletion auf Miuse und murine

embryonale Fibroblasten

Obwohl die effiziente Usp28-Deletion durch die verschiedenen Methoden zweifelsfrei
nachgewiesen werden konnte, waren keine groen biologischen Auswirkungen feststellbar.
Die Miuse mit Zp3-Cre-vermittelter Keimbahndeletion von Usp28 sind lebensfahig, fertil
und phénotypisch unauffillig. Weder in den Proteinextrakten aus MEFs noch in denen aus
verschiedenen Mausorganen konnte nach einer kompletten Usp28-Deletion ein deutlicher
Effekt auf die Myc-Proteinmenge festgestellt werden (Abb. 13C, 14C, 15C, 18C, 19D).
Eine generelle Schwierigkeit dabei war, ein qualitativ hochwertiges Western Blot-Signal
fir murines Myc zu erhalten. Es war notwendig, verschiedene Antikdrper und
verschiedene  Lysemethoden auszutesten. Trotzdem war nicht immer ein
zufriedenstellendes Ergebnis moglich. Oft war nur ein sehr schwaches Signal zu
detektieren (z. B. in Abb. 13C und 15C). Bei Lysaten aus murinen Organen, in denen auch
die Detektion von anderen Proteinen wie Usp28 und Cdk2 oft problematisch war, bestand
das Problem, dass der Myc-Antikorper viele Banden detektiert hat und die Zuordnung der
korrekten Bande fiir murines Myc schwierig war (Abb. 14C, 18C). Die prominenten
Banden bei 55 bzw. 72 kDa wurden als unspezifisch identifiziert, da sie auch mit einem
Zyklin E-Antikorper detektiert wurden und nicht der Lauthéhe des Mycs aus
Lymphomproben entsprochen haben. Die erwartete Reduktion der Myc-Proteinmenge
nach Usp28-Deletion war nicht feststellbar. Teilweise war eher der umgekehrte Effekt zu
beobachten: in Abb. 14C scheinen die Myc-Proteinmengen im Thymus des mit Tamoxifen

behandelten CreER "*-Tieres im Vergleich zum Kontrolltier sogar erhdht zu sein.

Um festzustellen, ob die Usp28-Deletion die Stabilitdit von Myc verdndert, wurden
Cycloheximid-Experimente mit MEFs durchgefiihrt. Weder in MEFs mit akuter Usp28-
Deletion durch 4-OHT-vermittelte CreER™*-Aktivierung (Abb. 16A), noch in MEFs mit
Keimbahndeletion durch Zp3-Cre (Abb. 19E) konnte ein Abbau von Myc, phospho-T58-
Myc oder Zyklin E festgestellt werden. Da zur Kontrolle in Abb. 16A auch fiir Zyklin D1
geblottet wurde und hier ein rascher Abbau nach 20 bis 40 Minuten festgestellt werden

konnte, kann davon ausgegangen werden, dass die Cycloheximid-Behandlung generell
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funktioniert hat. Entweder ist diese Art von Experiment fiir murines Myc so nicht geeignet,

oder es liegt wiederum ein Detektionsproblem beim murinen Myc vor.

Kristallviolettfarbungen von MEFs, die durchgefiihrt wurden, um die Proliferation zu
dokumentieren, zeigten, dass die Deletion von Usp28 nicht zum erwarteten
Wachstumsarrest der Zellen fiihrt (Popov et al., 2007b); im Gegenteil proliferierten die
Cre-infizierten Zellen (Abb. 13D) und die Zp3-Cre-Zellen (Abb. 15D) sogar etwas besser

als die Kontrollzellen.

Usp28 spielt auch eine Rolle in der DNA-Schadensantwort. Es wird nach DNA-Schaden
durch ATM phosphoryliert, stabilisiert Chk2 und 53BP1 und ist fiir die durch DNA-
Schaden ausgeloste Apoptose notwendig (Matsuoka et al., 2007; Zhang et al., 2006).
Deshalb wurden MEFs nach akuter Usp28-Deletion mit UVB-Strahlung behandelt und im
Western Blot die Proteine, die bei der DNA-Schadensantwort beteiligt sind, untersucht
(Abb. 16B). Es konnte keine Reduktion von 53BP1 nach Usp28-Deletion festgestellt
werden. Bei den anderen untersuchten DNA-Schadensproteinen konnte kein Unterschied

zwischen Usp28-profizienten und -defizienten Zellen festgestellt werden.

Diese Ergebnisse werfen die Frage auf, warum entgegengesetzt zu den bereits
verOffentlichten Ergebnissen der Usp28-Knockout im Mausmodell nicht die erwarteten
Effekte hat. Wahrend der shRNA-vermittelte Knockdown von Usp28 in Tumorzellen die
Proliferation hemmt, proliferieren MEFs mit kompletter Usp28-Deletion sogar etwas
besser als Kontroll-MEFs. Und wéhrend der shRNA-vermittelte Knockdown von Usp28 in
Tumorzellen dazu fiihrt, dass Myc instabil wird, zeigen weder MEFs noch Organproben

eine Reduktion der Myc-Proteinmengen.

Zum einen konnte der Grund bei den in den shRNA-Experimenten verwendeten
Tumorzelllinien liegen. Womdglich weisen diese transformierten Zelllinien - im Vergleich
zu embryonalen Fibroblasten - Verdnderungen auf, die sie anfilliger fiir die Deletion von

Usp28 machen.

Zum anderen ist es moglich, dass in den Miusen ein kompensatorischer Mechanismus
auftritt, d. h. die Deletion von Usp28 wird durch ein anderes Protein kompensiert. Ein
Kandidat dafiir wiare Usp25, das deubiquitinierende Enzym, das am néhesten mit Usp28
verwandt ist (Valero et al., 2001). Popov et al. konnten zwar zeigen, dass Usp25 den

Fbw7-vermittelten Abbau von Myc in Tumorzelllinien nicht antagonisieren kann, jedoch
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ist es sehr wahrscheinlich, dass in einem Organismus andere Kompensationsmechanismen
moglich sind als in etablierten Zelllinien. Andererseits konnte auch die akute Usp28-
Deletion durch die induzierbare CreER"* nicht die erwarteten Effekte zeigen. Da in dem
Fall nur wenige Tage zwischen der Deletion und der Analyse liegen, ist eine
Kompensation hier unwahrscheinlich. Auflerdem konnte in qRT-PCR-Experimenten keine
Hochregulation von Usp25 nach Usp28-Deletion auf RNA-Ebene nachgewiesen werden
(Daten nicht gezeigt). Allerdings wére es auch moglich, dass ein Protein postranslational
stabilisiert oder aktiviert wird, um kompensatorisch zu wirken. Um Erkenntnisse iiber eine
mogliche Kompensation durch ein anderes deubiquitinierendes Enzym zu erlangen, konnte
ein RNAi-vermittelter Knockdown von Usp25 in Usp28-defizienten MEFs durchgefiihrt
werden. Sollte der Knockdown dieses Enzyms keinen Effekt haben, so wére ein Screen mit
shRNAs gegen verschiedene DUBs denkbar. Die shRNA, die nur in Usp28-deletierten
Zellen zur Destabilisierung von Myc fiihrt, ist gegen ein deubiquitinierendes Enzym

gerichtet, das die Usp28-Deletion kompensieren kann.

7.2.7 Der heterozygote Usp28-Knockout zeigt in murinen embryonalen

Fibroblasten einen Unterschied zur homozygoten Usp28-Deletion

Ein weiterer Unterschied zwischen den urspriinglichen Experimenten von Popov et al. und
dem in dieser Arbeit charakterisierten Mausmodell liegt im Ausmal} der Usp28-Reduktion.
Wihrend eine shRNA meist nur zu einer Reduktion der mRNA-Menge und folglich der
Proteinmenge fithrt, wurde hier zunichst ein kompletter, homozygoter Knockout
analysiert. Um nachzupriifen, ob es eine Dosisabhéngigkeit bei der Usp28-Reduktion gibt,
ob also die Deletion eines Allels (Reduktion um 50 %) andere Auswirkungen hat als die
Deletion beider Allele, wurden mit Hilfe des Zp3-Cre-Mausstamms MEFs der drei
moglichen Usp28-Genotypen hergestellt: Usp28 +/+, Usp28 +/- und Usp28 -/-.

Die Reduktion von Usp28-mRNA und -Protein erfolgt dabei linear, das heifit in den
Usp28 +/- MEFs ist noch ungefdahr 50 % der urspriinglichen Menge an RNA (Abb. 19B)
und Protein (Abb. 19D) vorhanden.

Bei der Analyse des Wachstumsverhaltens der Zellen durch Kristallviolettfarbungen (Abb.
20A) und das Erstellen einer Wachstumskurve (Abb. 20B) wurden Unterschiede im
Proliferationsverhalten deutlich: Im Vergleich zu den parentalen, Usp28-profizienten

Zellen wachsen die Zellen mit kompletter Usp28-Deletion schneller, was schon nach Cre-
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Infektion (Abb. 13D) und CreER'*Aktivierung (Abb. 15D) festgestellt worden war.
Uberraschend war jedoch, dass die Zellen, in denen nur ein Allel von Usp28 deletiert war,
deutlich langsamer wuchsen als die beiden anderen Genotypen. Dieses Resultat wurde mit
MEFs von verschiedenen Embryonen und von verschiedenen Wiirfen verifiziert (Daten
nicht gezeigt), um sicherzustellen, dass es sich nicht um einen zufélligen Wachstumsdefekt
einer MEF-Prédparation handelt. Dieses Ergebnis ist konsistent mit dem beobachteten

Proliferationsdefekt nach shRNA-vermittelter Usp28-Reduktion bei Popov et al.

Auch in ihrer Morphologie unterschieden sich die Usp28 +/- MEFs deutlich von den
anderen beiden Genotypen, da hier viele flache, stark vergroBerte Zellen mit langen

Zellausldufern gefunden wurden (Abb. 20C).

Da diese Morphologie auf einen seneszenten Phidnotyp hinweist, wurde eine SA-B-Gal-
Féarbung durchgefiihrt (Abb. 20D). Dabei zeigte sich, dass die Usp28 +/- Zellen eine
starkere Blaufdrbung aufwiesen als die anderen Zellen. Da sich alle Zellen in der selben
Passage befanden, kann daraus geschlossen werden, dass die Zellen mit heterozygoter
Usp28-Deletion frither seneszent werden. Damit im Einklang steht die erhdhte Expression

von p19**¥, die in diesen Zellen nachgewiesen werden konnte (Abb. 19D).

7.2.8 Auch im Ep-Myc-Lymphommodell zeigt die heterozygote Usp28-

Deletion Unterschiede im Vergleich zu den homozygoten Genotypen

Um die Relevanz von Usp28 bei der Entstehung und Aufrechterhaltung von Myc-
abhingigen Tumoren zu untersuchen, wurde das Eu-Myc-Lymphommodell herangezogen.
Damit sollte iiberpriift werden, ob diese Myc-abhingigen Tumore auf die stabilisierende
Wirkung von Usp28 angewiesen sind, in welchem Fall ihnen der Usp28-Knockout die

Wachstumsgrundlage entziehen wiirde.

In Abbildung 21 ist die chromosomale Translokation dargestellt, die die kodierende
Sequenz von Myc unter die Kontrolle des Enhancers der schweren Immunglobulinkette
bringt. Diese Translokation ist typisch fiir das humane Burkitt-Lymphom, ein malignes
Lymphom aus der Gruppe der B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome. Wéhrend in Europa und
Nordamerika vor allem eine spontane Form des Burkitt-Lymphoms auftritt (also mit
spontan auftretender Translokation), findet sich in Aquatorialafrika eine endemische Form,

d. h. diese Form tritt fortdauernd und gehéuft in dieser begrenzten Region auf. Als Ursache
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dafiir wird eine Malariainfektion angesehen, die das Immunsystem supprimiert und die
Betroffenen anfdlliger fiir eine Infektion mit dem Epstein-Barr-Virus macht, die zur
Proliferation und Immortalisierung der B-Zellen fiihrt. In manchen Zellen kommt es zu
einer Storung des Mechanismus, der das Rearrangement der Immunglobulingene
kontrolliert und so kann es zur reziproken Translokation der Antikdrpergene und des Myc-
Proto-Onkogens kommen, was die Proliferation der B-Zellen weiter fordert und zur
Ausbildung eines Burkitt-Lymphoms fiihrt. Da Malaria- und Epstein-Barr-Infektionen vor
allem in Aquatorialafrika auftreten, ist auch die endemische Form des Burkitt-Lymphoms

auf diesen geographischen Bereich beschrinkt (Weinberg, 2007).

Im Eu-Myc-Lymphommodell kommt es zu einer konstitutiven Uberexpression von Myc in

den B-Lymphozyten, was zur Ausbildung spontaner B-Zell-Lymphome in den Tieren

fiihrt.

Durch Kreuzungen wurden Tiere aller drei moglichen Usp28-Genotypen (Usp28 +/+,
Usp28 +/- und Usp28 -/-) geziichtet, die jeweils eine Kopie des Eu-Myc-Transgens trugen.

Western Blot-Untersuchungen von Proteinextrakten aus Tumorproben zeigten, dass
entgegen der Erwartungen in den Proben der homozygot-deletierten Tiere erhdhte Mengen
an verschiedenen Usp28-Substratproteinen gefunden wurden. Im Gegensatz dazu fanden
sich in den Proben der heterozygoten Tiere deutlich reduziert Mengen an Proteinen wie
Myc, 53BP1, Fbw7y, SREBP1 und Zyklin E. Fbw7a ist in diesen Proben praktisch gar
nicht mehr nachweisbar (Abb. 23B und C). Die Ladekontrolle $-Aktin und die Blots fiir
Usp28 und p19*** deuten darauf hin, dass dies kein systematischer Effekt ist, dass also
nicht generell die Gesamtproteinmenge in den Usp28 -/- Tieren hdher und in den
Usp28 +/- Tieren niedriger ist (Abb. 23B). Jedoch wurden ebenso Tumore gefunden, in
denen sich die Proteinmengen von Myc und Zyklin E nicht zwischen den einzelnen
Genotypen unterschieden haben (Abb. 23D). Es scheint also eine gewisse Variabilitét
zwischen verschiedenen Individuen zu geben. Da auch der zeitliche Verlauf der
Erkrankung deutlich variieren kann (sowohl das Alter beim Auftreten der ersten
Krankheitszeichen als auch die Geschwindigkeit des Krankheitsverlaufs betreffend)
(Harris et al., 1988), wurde iiberpriift, ob eine Korrelation zwischen dem Alter der Tiere
bei der Entnahme der Tumore und der Proteinmengen besteht. Ein solcher Zusammenhang
konnte jedoch nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Allerdings wurde in den

Tumoren nicht das AusmaBl von Apoptose und Seneszenz verglichen. Da hohe Myc-
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Mengen Apoptose auslosen konnen, miissen hohe Myc-Level nicht zwingend zu einem
aggressiveren Tumor und einem kiirzeren Uberleben der Miuse fiihren.

Immunhistochemische Untersuchungen der Tumore konnten hier aufschlussreich sein.

Um dennoch einen globaleren Eindruck der Myc-Proteinmenge in diesen Tumoren zu
bekommen, wurden 12 Tumorproben nebeneinander auf einem Gel verglichen. Dabei
zeigte sich, dass es in der Tat eine Variabilitit innerhalb desselben Genotyps gibt.
Gleichzeitig wurde aber bestétigt, dass es eine Tendenz zu niedrigen Myc-Proteinleveln in

Tumoren von Usp28 +/- Tieren gibt (Abb. 23E).

Da die Entstehung der Eu-Myc-Tumore von einer hohen Myc-Expression abhingt,
konnten die Usp28 +/- Tiere einen Uberlebensvorteil haben. Um dies zu iiberpriifen, wurde
aus der tumorfreien Uberlebenszeit der Miuse eine Uberlebenskurve erstellt (Abb. 24). Die
Kurve zeigt, dass die Usp28 +/- Tiere mit 19 Wochen die lingste mittlere Uberlebenszeit
aufweisen, was gegeniiber den Usp28 +/+ Tieren mit 14,5 Wochen signifikant langer ist
(p=0,0244). Insofern liegt doch eine generelle Korrelation zwischen den Usp28-Genotypen
und den Myc-Proteinmengen einerseits und zwischen den Usp28-Genotypen und der
mittleren tumorfreien Uberlebenszeit andererseits vor. Der Unterschied zwischen den
mittleren Uberlebenszeiten der Usp28 +/+ und Usp28-/- Tiere ist nicht statistisch
signifikant, was ebenso mit den Myc-Proteinmengen dieser Tumore korreliert, die sich
nicht sehr stark unterscheiden, vielleicht tendenziell im kompletten Knockout etwas hoher

sind.

7.2.9 Mogliche Ursachen fiir den stirkeren Effekt der heterozygoten Usp28-

Deletion auf Myc-Proteinmengen und Myc-abhingige Tumorentstehung

Die fiir diese Arbeit durchgefiihrten Experimente deuten darauf hin, dass die Deletion
eines Allels von Usp28 in MEFs zu einem Proliferationsdefekt und friihzeitiger Seneszenz
filhrt. In Eu-Myc-Lymphomen fiihrt die heterozygote Usp28-Deletion zu tendenziell
reduzierten Myc-Proteinmengen und verlingert das tumorfreie Uberleben dieser Tiere. Die
Deletion beider Usp28-Allele hingegen zeigt in keiner Hinsicht die erwarteten Effekte. Im
Gegenteil wachsen Usp28-/- MEFs sogar schneller als Wildtyp-MEFs und Eu-Myc-
Lymphome von Usp28-/- Tieren weisen erhohte Myc-Proteinmengen auf. Konsistent
damit zeigen diese Tiere auch ein etwas kiirzeres tumorfreies Uberleben als die Usp28+/+

Mause. Somit scheint der urspriinglich beobachtete Effekt der siRNA-vermittelten Usp28-
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Reduktion in Tumorzellen (Popov et al., 2007b) nur im heterozygoten Knockout
reproduzierbar zu sein. Das deutet darauf hin, dass das Ausmall der Usp28-Reduktion ein

entscheidender Faktor fir die resultierenden Effekte ist.

Eine dhnliche Regulation wurde bereits fiir das deubiquitinierende Enzym Usp7/HAUSP
beschrieben (Kon et al., 2010). HAUSP stabilisiert sowohl das Tumorsuppressorprotein
p53 als auch dessen E3-Ligase Mdm?2. Daher fiihrt eine moderate HAUSP-Reduktion
durch RNAi in Tumorzellen zur Destabilisierung von p53. Eine komplette HAUSP-
Deletion hingegen stabilisiert p5S3 durch die Destabilisierung seiner E3-Ligase Mdm?2. Dies
erinnert an die in dieser Arbeit beobachteten Effekte einer Usp28-Deletion. Der
Unterschied ist allerdings, dass hier in den Usp28 +/- Proben sowohl die Level an
Substratproteinen wie Myc, als auch an Fbw7a stark reduziert sind, wohingegen in den
Usp28 -/- Proben sowohl die Level an Myec, als auch an Fbw7a im Vergleich zum Wildtyp
erhoht sind. Wenn also Fbw7o ebenfalls ein Substrat fiir die Usp28-abhingige
Stabilisierung ist, so reagiert es wie die anderen Substrate und wird nach Deletion eines
Usp28-Allels instabil, akkumuliert aber nach Deletion beider Usp28-Allele (siehe auch
Abb. 26). Ein weiterer Unterschied ist, dass der vollstindige Knockout von HAUSP im
Gegensatz zu Usp28 embryonal letal ist, was wiederum auf eine Kompensation durch ein
anderes deubiquitinierendes Enzym im Fall einer Usp28-Deletion hindeutet (vergleiche
Abschnitt 7.2.6). Untersuchungen in Hefe haben gezeigt, dass viele DUBs redundante
Funktionen haben konnen (Amerik et al., 2000). Es ist denkbar, dass einige DUBs
essentielle, nicht redundante Funktionen ausiiben und ihr kompletter Knockout daher zur
embryonalen Letalitit fiihrt wie bei HAUSP/Usp7 oder Usp8 (Niendorf et al., 2007),
wihrend die Deletion anderer DUBs wie Usp28 kompensiert werden kann und daher

weder zur emryonalen Letalitit noch zu einem offensichtlichen Phénotyp fiihrt.

Um zu validieren, ob tatsdchlich eine Dosisabhéngigkeit bei der Deletion von Usp28
vorliegt, ob also generell eine Reduktion der Usp28-Menge einen stirkeren Effekt auf
Zielproteine und Proliferation hat als eine komplette Deletion, konnte eine Tetrazyklin-
induzierbare shRNA gegen Usp28 verwendet werden. Mit einem solchen System kann die
Expression einer shRNA durch Zugabe von Tetrazyklin oder dessen Derivat Doxyzyklin
zum Zellkulturmedium induziert werden (Gossen and Bujard, 1992). Durch Titration der
Menge an zugegebenem Tetrazyklin oder Doxyzyklin kann die Expression der shRNA und

somit die Stirke des Knockdowns genau eingestellt werden. Somit konnten mit einem
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einzelnen System die Effekte einer Usp28-Reduktion in verschiedenem Ausmal

verglichen werden.

Aullerdem wire es wichtig zu untersuchen, ob die akute Herbeifiihrung des heterozygoten
Zustands in Mdéusen oder MEFs zu stirkeren Effekten fithrt, da hier eventuell keine
Kompensation mdglich ist. Dazu miissten Usp28 fl/wt; CreER">-Miuse mit Tamoxifen
behandelt werden, um das eine gefloxte Allel akut zu deletieren. Dann konnten die Méause
fiir Verdnderungen beobachtet, bzw. Organproben entnommen werden, um die Myc-
Proteinmengen zu bestimmen. Ebenso konnten Usp28 fl/wt; CreER'-MEFs isoliert
werden und durch Zugabe von 4-OHT zum Kulturmedium das eine gefloxte Allel akut

deletiert werden.

Eine weitere mogliche Erkldrung fiir den stirkeren Effekt der heterozygoten Usp28-
Deletion konnte sein, dass das rekombinierte Allel zusammen mit dem Wildtyp-Allel im
heterozygoten Zustand dominant-negativ wirkt. Dazu miisste vom rekombinierten Allel ein
verkiirztes Protein entstehen, welches z. B. immer noch Substratproteine binden kann,
jedoch nicht mehr in der Lage ist, sie zu deubiquitinieren. Gegen diese Theorie spricht,
dass bei der Analyse der MEFs im Western Blot kein verkiirztes Protein mit dem Usp28-
Antikorper nachweisbar war (Abb. 19C).

Generell sind fiir die Effekte der Usp28-Deletion verschiedene Szenarien denkbar.
Normalerweise liegt im Zellkern ein terndrer Komplex aus Fbw7a, Myc und Usp28 vor.
Dabei fordert Fbw7o den Abbau von Myec, wihrend Usp28 Myc stabilisieren kann.
Gleichzeitig kann Usp28 aber auch Fbw7o stabilisieren (Nikita Popov, personliche
Mitteilung). Kommt es nun zur Deletion von Usp28, wire die Erwartung, dass Fbw7a in
der Lage ist, Myc effizient abzubauen. Es ist bekannt, dass F-Box-Proteine ihren eigenen
Abbau fordern, wenn ihre Substrate nicht mehr vorhanden sind. Daher wiére es moglich,
dass Fbw7a in den Usp28+/- Tumoren nach effizientem Substratabbau zum
autokatalytischen Abbau iibergeht, was die niedrigen Level an Myc und Fbw7a in diesen
Proben erkldren wiirde. Andererseits ist es auch denkbar, dass Fbw7oa selbst in
Abwesenheit von Usp28 so instabil wird, dass Substrate wie Myc nicht mehr abgebaut
werden konnen und akkumulieren (wie es bei HAUSP/p53/Mdm?2 der Fall ist). Dieses
Szenario scheint im untersuchten Modell allerdings nicht vorzuliegen, da in den Usp28 +/-

Proben sowohl die Fbw7a-, als auch die Myc-Proteinmengen reduziert sind.
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Dariiberhinaus konnte auch in den Usp28 +/- Tumoren, in denen kein Fbw7 mehr

nachweisbar ist, Fbow7y den Abbau von Myc im Nukleolus iibernehmen (Abb. 26).

Stabilisierung
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Abb. 26: Schematische Darstellung der verschiedenen moglichen Effekte der Usp28-Deletion

In der normalen Situation existiert ein terndrer Komplex aus Fbw7a, Usp28 und Myc im Zellkern. Dabei
fithrt Fbow70. zum Abbau von Myc, wihrend Usp28 Myc stabilisieren kann. Gleichzeitig kann Usp28 aber
auch stabilisierend auf Fbw7a wirken. Durch den Usp28-Knockout sind verschiedene alternative Szenarien
denkbar (von links nach rechts): Ohne Usp28 ist Fbow7a in der Lage, Myc effektiv abzubauen; Fbw7a kann
sich effizient autokatalytisch abbauen; ohne Usp28 wird Fbw7a selbst instabil, sodass Myc akkumuliert;
Fbw7y kann im Nukleolus den Abbau von Myc iibernehmen.

All diese Szenarien konnen allerdings nicht erkldren, warum Fbw7a bei homozygoter
Usp28-Deletion nicht in der Lage ist, Substrate wie Myc abzubauen. Abgesehen von der
bereits diskutierten Moglichkeit einer Kompensation ist es auch moglich, dass Usp28
neben seiner katalytischen, deubiquitinierenden Funktion noch eine nicht-katalytische
Funktion ausiibt. So konnte Usp28 als Geriist fiir Fbow7a und seine Substrate dienen,
sodass Fbw7a im vollstindigen Usp28-Knockout nicht mehr in Kontakt mit seinen
Substraten kommen kann, was zu deren Akkumulation fiihrt. Im heterozygoten Zustand
hingegen ist noch geniigend Usp28-Protein vorhanden, um die nicht-katalytische Funktion

auszuiiben, sodass Substrate weiterhin von Fbw7 abgebaut werden konnen. Die Usp28-
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Proteinmenge reicht jedoch nicht mehr aus, um die katalytische, stabilisierende Funktion
auszuiiben, sodass es zu einer Destabilisierung und Reduktion der Substratproteine kommt.
Um diese Theorie zu iiberpriifen, kdnnte man mit der katalytisch-inaktiven Mutante von
Usp28 arbeiten, in der das katalytische Cystein 171 zu Alanin mutiert ist. Durch die
retrovirale Infektion dieser Mutante z. B. in Lymphomzellen mit kompletter Usp28-
Deletion sollte ausschlieflich die nicht-katalytische Funktion von Usp28 wieder hergestellt
werden und der Fbw7-vermittelte Substratabbau wieder mdglich sein, was sich in einer
Reduktion der Proteinlevel zeigen sollte. Durch Immunfluoreszenz-Untersuchungen kann
die subzelluldre Lokalisation der verschiedenen Fbw7-Isoformen iiberpriift werden, um
festzustellen, ob unter den verschiedenen Usp28-Knockout-Situationen Fbw7 und seine

Substrate zusammen im Nukleus lokalisiert sind.

Koimmunprézipitations-Experimente ~ von Fbw7 und seinen Substraten aus
Lymphomproben konnen Aufschluss dariiber geben, ob diese Interaktionen in

Abwesenheit von Usp28 weiter stattfinden konnen.

Moglicherweise ist das Eu-Myc-Lymphommodell nicht das optimale System, um den
Einfluss einer Usp28-Deletion auf die Tumorgenese zu untersuchen. Da sich die
Lymphome relativ schnell entwickeln und sehr heterogen sind, ist der Einfluss der
stabilisierenden Wirkung von Usp28 auf Myc eventuell nicht so bedeutend. Auerdem ist
das Eu-Myc-Transgen im Vergleich zu endogenem Myc ungefdhr fiinfmal stirker
exprimiert, was die Stochiometrie zuwischen Myc und Usp28 aus dem Gleichgewicht
bringen konnte. Ein weiteres Tumormodell, um Usp28 als essentielles Enzym fiir die Myc-
Funktion zu validieren, ist das durch mutiertes Kras induzierte Adenokarzinom der Lunge.
Diese Miuse exprimieren ein LSL-Kras®'*-Transgen. Durch die Lox-Stop-Lox-(LSL)-
Kassette ist das Transgen inaktiv, bis eine Cre-Rekombinase durch Rekombination der
beiden LoxP-Sequenzen die Stop-Sequenz entfernt. Die Cre-Rekombinase wird durch
Inhalation von Cre-exprimierenden Adenoviren verabreicht, wodurch die Expression von
Kras“"*" auf die Lunge begrenzt ist. Das Kras ist durch die G12D-Punktmutation, die auch
in humanen nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen gefunden wird, onkogen aktiviert
und fiihrt zur Ausbildung von Adenomen, die sich weiter in Adenokarzinome entwickeln
konnen (Jackson et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass endogenes Myc fiir die
Entstehung und Aufrechterhaltung dieser Tumore notwendig ist. Die Inhibition von Myc

konnte in diesem Tumormodell die Entstehung der Lungentumore verhindern. Etablierte
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Tumore zeigten nach Myc-Inhibierung eine Regression, die von reduzierter Proliferation
und vermehrter Apoptose im Tumorgewebe begleitet wurde (Soucek et al., 2008). Ein
Vorteil dieses Modells ist, dass Myc in endogener Form vorliegt und nicht wie im
Eu-Myc-Lymphommodell transloziert und stark tiiberexprimiert ist. Endogenes Myc
konnte eine hohere Abhingigkeit von der Stabilisierung durch Usp28 zeigen, und somit die
Usp28-Deletion stirkere Auswirkungen auf Myc-Stabilitit und die Tumorentstehung
haben.
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9 Anhang

Anhang

9.1 Abkiirzungsverzeichnis

A

A

Abb.
AGO

Akt

APC

APS

aqua bidest.
ARF
ATCC
ATM
ATP
ATR
B2M
BET
BL21
bleo

bp

BR
B-TrCP

C

c-

°C

CDC

Cdk
CDKNIA
CDKNIB
CDKN2B

Adenin

Alanin

Abbildung

Archipelago

v-akt murine thymoma viral oncogene homolog
Adenomatous polyposis coli
Ammoniumpersulfat

zweifach destilliertes Wasser

alternate reading frame

American type culture collection

Ataxia teleangiectasia mutated
Adenosintriphosphat

Ataxia teleangiectasia and Rad3-related protein
Beta-2-Microglobulin

bromodomain and extra-terminal

Bakterienstamm zur Expression von GST-Fusionsproteinen

Bleomycin

Basenpaare

basische Region

beta-transducin repeat containing protein
zenti

cellular

Grad Celsius

cell division cycle

cyclin-dependent kinase; Zyklin-abhédngige Kinase
cyclin-dependent kinase inhibitor 14 (p21)
cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (p27)
cyclin-dependent kinase inhibitor 2B (p15)
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CCND2 G1/S-specific cyclin D2; Zyklin D2

cDNA complementary DNA; komplementire DNA

CDS coding sequence; kodierende Sequenz

ChIP Chromatin-Immunprizipitation

ChIP-seq Hochdurchsatzsequenzieren von DNA aus ChIP-Experimenten
CHX Cycloheximid

Ci Curie; Einheit der Aktivitit eines radioaktiven Stoffes
CMV Cytomegalievirus

CPD CDC4-Phospho-Degron

Cre cyclization recombination

CRD-BP coding region determinant-binding protein

CUL Cullin

D Asparaginsdure

D Dimerisierung

Da Dalton

DEPC Diethylpyrocarbonat

DH5a Bakterienstamm zur Amplifikation von DNA-Plasmiden
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonucleic acid; Desoxiribonukleinséure
dNTPs Desoxyribinukleotidtriphosphat-Gemisch

DTT Dithiothreitol

DUB deubiquitinating enzyme

E Glutaminséure

E Tag der Embryonalentwicklung

El Ubiquitin-aktivierendes Enzym

E2 Ubiquitin-konjugierendes Enzym

E3 Ubiquitin-Ligase

E4 ubiquitin-chain elongation factor

EIA adenovirales Protein E1A

E2F transcription factor activating adenovirus E2 gene
€co ekotroph
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EDTA

env
ER
ERK
FACS
FBS
Fbw7

for

Fox

g

g
GO0-Phase

G1-Phase
G2-Phase
gag
GSK3p
GST

h

H

HA

HBS
HECT
HEPES
His

HLH
HRP
hygro

IF
1P
IPTG

Anhang

Ethylendiamintetraessigsiure
Enhancer der schweren Immunglobulinkette
envelope protein
estrogen receptor, Ostrogenrezeptor
extracellular signal-regulated kinase
Sfluorescence-activated cell sorting; Durchflusszytometrie
fetal bovine serum; fotales Kédlberserum
F-box and WD repeat domain-containing 7
floxed
forward; 5°-Primer
Forkhead-Box
Gramm
Erdbeschleunigung
Gap0-Phase
GapI-Phase
Gap2-Phase
group antigens
Glykogensynthase-Kinase 3 beta
Gluthation-S-Transferase
Stunde(n)
Homo sapiens
Hamagglutinin
HEPES-buffered saline; HEPES-gepufferte Salzlosung
homologous to the E6-AP carboxy-terminus
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinyl)-Ethansulfonséure
Histidin
Helix-Loop-Helix-Motiv
horseradish peroxidase; Meerrettichperoxidase
Hygromycin
Isoleucin
Immunfluoreszenz
Immunprézipitation
Isopropyl-b-D-thiogalactopyranosid

146



Anhang

IRES internal ribosomal entry site; interne ribosomale Eintrittsstelle

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

1 Liter

L Leucin

large T transformierendes Antigen des SV40 Virus

LB lysogeny broth; Ndhrmedium zur Bakterienkultur

L-Myc v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog 1, lung carcinoma
derived

LOH loss of heterozygosity

LoxP locus of X-over Pl

LTR long terminal repeat

Lys Lysin

Lz Leucin-Zipper

m Meter

m milli

u mikro

M molar

M Mus musculus

MAPK mitogen-activated protein kinase

Max Myc-associated factor X

MC29 avidres Myelozytomatose Virus

Mcll myeloid cell leukemia sequence 1

Mdm?2 mouse double minute chromosome 2

MEF muriner embryonaler Fibroblast

MEK MAPK/ERK kinase

Min Minute(n)

miRNA microRNA

Mizl Myc-interacting zinc finger protein 1

MKS5 MAPKAPKS; mitogen-activated protein kinase activated protein
kinase 5

Mo-MulLV Moloney Murine Leukemia Virus

M-Phase Mitosephase
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NTA
Notch
NP-40
OHT

PBS
PCR
PDK1
Pfu
PHX
PI
PI3K
PIN1
PKB
PKC
PKG
pol
PP2A
Pro
PTEN

puro

Anhang

messenger RNA; Boten-RNA

mammalian target of rapamycin

v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog

nano

Probenzahl

neural precursor cell expressed, developmentally downregulated 8
N-Ethylmaleimid

nukledres Lokalisierungssignal

v-myc myelocytomatosis viral related oncogene, neuroblastoma
derived

Nitrilotriessigséure

von englisch notches (Kerben)

Nonidet P-40

Hydroxytamoxifen

Protein

Phosphat

Promotor

phosphate buffered saline; Phosphat-gepufferte Salzlosung
polymerase chain reaction; Polymerase-Kettenreaktion
Phosphoinositide-dependent kinase 1

Pyrococcus furiosus

Phoenix; Zelllinie zur Herstellung von ekotrophen Retroviren
Propidiumiodid

Phosphoinositid-3-Kinase

peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

Proteinkinase B (Akt)

Proteinkinase C

Proteinkinase G

protease, reverse transcriptase, integrase
Protein-Phosphatase 2A

Prolin

phosphatase and tensin homolog

Puromycin
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PVDF Polyvinylidenfluorid

qRT-PCR quantitative Reverse Transkriptase-PCR

R Arginin

Raf Rat fibrosarcoma

Ras Rat sarcoma

Rb retinoblastoma protein

RBX1 Ring-box 1

rev reverse; 3’-Primer

RING really interesting new gene

RIPA radio immunprecipitation assay

RNA ribonucleic acid; Ribonukleinsidure

RNAIi RNA-Interferenz

RPMI Roswell Park Memorial Institute; Zellkulturmedium

RSV Rous Sarkoma Virus

RT Reverse Transkriptase

RTK Rezeptortyrosinkinase

S Sekunde(n)

S Serin

S Svedberg; Sedimentationskoeffizient

SCF Skp 1-Cullin-F-Box-protein-containing complex

SD standard deviation; Standardabweichung

SDS Sodiumdodecylsulfat

SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Ser Serin

SGK Serum- und Glukokortikoid-regulierte Kinase

shRNA short hairpin RNA; Haarnadel-RNA

Skp S-phase kinase-associated protein

S-Phase Synthese-Phase

src sarcoma

SREBP1 sterol regulatory element-binding protein 1

subGl1 Zellen mit einem geringeren DNA-Gehalt als in der G1-Phase,
apoptotische Zellen

SUMO small ubiquitin-like modifier

149



Anhang

SV40 simian virus 40; Affenvirus 40

T Threonin

TAD Transaktivierungsdoméne

TAE Tris/Azetat/EDTA-Puffer

T-ALL akute lymohatische Leukédmie der T-Zellen

TBS tris buffered saline; Tris-gepufferte Salzlosung

TBS-T tris buffered saline with Tween-20; Tris-gepufferte Salzlosung mit
Tween-20

Tct-4 T-cell factor 4

TE Tris/EDTA-Puffer

TEMED Tetramethylethylendiamin

TGFB transforming growth factor beta

Thr Threonin

TIP48 TBP interacting protein, 48 kDa

TIP49 TBP interacting protein, 49 kDa

Tris Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan

TRRAP transactivation/transformation-associated protein

TRUSS tumor necrosis factor receptor-associated ubiquitous scaffolding and
signaling protein

U Uridin

UBA Ubiquitin-aktivierendes Enzym

UBC Ubiquitin-konjugierendes Enzym

USP Ubiquitin-spezifische Protease

UTR untranslatierte Region

UVB Ultraviolettlicht im Wellenldngenbereich von 280 bis 315 nm

V- viral

V Volt

v/v volume/volume; Volumen pro Volumeneinheit

VHL von Hippel-Lindau

w/v weight/volume; Gewicht pro Volumeneinheit

WB Western Blot

Wnt zusammengesetzt aus Wg fiir Wingless und Int-1

WT Wildtyp
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XL1 Bakterienstamm zur Amplifikation von DNA-Plasmiden
Zp3 Zona pellucida 3
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9.3 Lebenslauf
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